DANBAIZHI FENZI JICHU 


eal 


A. 


t 


Oli 


等 编著 


Wel fe 


a 
rm 


a 


re ae 


A 


筷 白 质 分 子 基 和 础 


Bae ph 李 惟 STA 
PRE ha 
编著 


中 科 院 植物 所 图 书馆 
S0050323 


ye a ait ae & YR Bw 


Part 


Bice 


vor = 


A Sit t 
ABIE+OR, RHS-BPBEARHMRRERAKAGMH, KAFLRESSTATRAR HD 
离 与 精制 、 蛋 白质 的 一 级 结构 测定 、 化 学 修饰 、 蛋 白质 的 立体 结构 、 结 构 和 功能 的 某 些 问题 、 酶 的 催化 原 
理 和 蓝 催 化 反应 动力 学 等 方面 。 书 末 列 有 简单 的 附 表 。 
本 书 可 作 综 合 大 学 生化 专业 的 大 学 生 、 研究 生 以 及 青年 教师 的 专业 参考 用 书 ， 其 中 的 某 些 章节 对 医 、 
农 ,师范 院 校 以 及 从 事 蛋 白质 工作 的 有 关 大 员 也 会 有 所 帮助 。 


蛋白 质 分 子 基 和 础 
陶 慰 孙 李 惟 姜 涌 明 
See kak 编著 
Ahad a « RH AR 
新 华 书店 北京 发 行 所 发 行 
河北 省 香河 县 印刷 厂 印 装 


FPA 787 x 1092 1/1。 印张 27 字数 620,000 
1981 年 6 日 第 1 版 1982 年 8 月 第 2 次 印刷 
印 数 5,801—10, 800 
书号 13012-062" 定价 1.95 元 


序 


近 些 年 来 ， 以 生物 大 分 子 为 核心 的 分 子 生 物 学 发 展 非常 迅速 。 与 之 有 关 的 各 种 书籍 也 极其 
繁多 。 国 外 的 情况 自 不 必 谈 ,国内 的 情况 近年 来 也 大 有 改观 。 除 了 一 些 翻 译 书 而 外 ,也 有 了 一 些 
自 编 的 普通 生物 化 学 教科 书 , 实 验 参 考 书 以 及 一 些 专门 性 的 小 册子 。 但 是 ,我 们 在 工作 中 仍 感到 
缺少 蛋白 质 和 酶 方面 的 教学 参考 用 书 。 本 书 即 是 应 专业 教学 和 自学 上 的 需要 而 作 的 一 种 尝试 。 

“ 蛋 自 质 分 子 基 础 "一 书 以 我 们 自 编 的 专业 教材 "生物 大 分 子 的 结构 与 功能 "为 基础 ， 在 编写 
中 ,从 章节 的 按 排 上 ,内 容 的 深度 和 广度 上 ,都 作 了 较 大 的 改动 和 增添 。 蛋白 分 子 " 所 涉 及 的 范 
围 极 其 广泛 ,但 本 书 的 目的 只 是 作为 教学 参考 书 , 因 此 ,只 注重 蛋白 质 和 酶 的 基本 原理 的 冰 述 , 既 
不 专门 论述 个 别 蛋白 质 和 酶 类 ,也 不 过 多 的 涉及 和 蛋白质 和 酶 类 在 医 , 农 . 工 等 方面 的 应 用 。 这 样 ， 
本 书 的 重点 主要 放 在 以 下 几 个 方面 : O. FOR HH) 的 纯化 和 分 析 的 基本 原理 。 本 书 的 这 一 
部 分 与 一 般 参 考 书写 法 不 同 ,我 们 认为 这 是 非常 实用 的 一 部 分 ,仅仅 说 明 方法 的 原理 是 不 够 的 ， 
应 该 简要 地 说 明 方 法 的 要 点 和 某 些 成 熟 的 经 验 ， 以 求 对 教师 和 学 生 的 实际 工作 有 所 帮助 。@@、 
一 \ 二 \ 三 \ 四 级 结构 及 其 与 功能 的 关系 。 回 、 酶 催化 活性 的 结构 基础 及 反应 动力 学 的 某 些 问 题 。 
全 书 力求 既 能 较 清楚 地 阐述 与 蛋白 分 子 有 关 的 基本 问题 ,又 尽 可 能 地 反映 现代 科学 的 发 展 水 平 。 
应 该 说 明 的 是 , 书 中 个 别处 引用 了 我 们 自己 的 工作 ,如 原 激酶 和 固 氨 酶 的 某 些 成 熟 并 公开 发 表 了 
的 结果 。 玖 外 ,为 了 学 习 上 的 方便 ,在 每 章 之 后 列 了 一 些 问 题 和 习题 ， 以 增进 对 内 容 的 理解 。 习 
题 中 的 一 部 分 是 我 们 自己 作 的 ,一 部 分 取 自 有 关 的 参考 书 。 

由 于 科学 日 新 月 异 的 发 展 ,文献 资料 非常 多 ,而 我 们 编写 人 员 的 水 平 又 极 有 限 ， 在 书 中 必然 
要 出 现 各 种 各 样 的 错误 与 不 足 , 望 读者 提出 批评 和 指正 。 

本 书 在 编写 过 程 中 ,得 到 了 许多 同志 的 帮助 和 鼓励 ,特别 是 韩 素 珍 、 刘 兰 英 、 程 文 继 , 张 德 安 、 
SRSA SHAD META TERRORS, LHR EEL OER HERE 
宜 等 同志 为 本 书 的 编写 提供 了 多 方面 的 帮助 和 鼓励 ,在 此 一 并 予以 感谢 。 
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组 成 生物 体 的 成 分 很 复杂 ， 有 许多 的 有 机 分 子 和 无 机 离子 ， 也 有 各 种 各 样 的 生物 天 分 子 ， 
如 多 糖 娄 的 纤维 素 、 淀 粉 ,蛋白 质 和 核酸 。 这 些 大 分 子 . 小 分 子 在 生物 体内 都 担负 着 不 同 的 任务 ， 
但 是 蛋白 质 和 核酸 的 作用 最 重要 ,是 和 生命 直接 相关 的 两 类 物质 ， 


一 、 蛋 白质 在 生物 体内 的 重要 作用 


; 生 谷 最 基本 的 特性 是 能 够 进行 新 陈 代 谢 和 自我 复制 。 活 的 有 机 体 从 环境 中 得 到 物质 和 能 

量 , 用 以 本 身 的 繁殖 ,并 能 发 生 传 给 后 代 的 永久 变化 。 就 这 一 生命 的 重要 过 程 来 说 , 脱 筑 核 稿 核 
酸 当然 是 第 一 位 的 。 它 是 基 因 的 裁 体 。 但 是 蛋白 质 也 是 极 重要 的 ; 没有 各 种 蛋白 质 的 作用 ， 
DNA 的 复制 ， 信 息 的 转录 ,遗传 密码 的 翻译 都 无 从 谈 起 。 众 所 周知 ;DNA Ky TE, BEM 
基 团 交替 组 成 的 长 链 , 碱 基 连 在 糖 乓 上 ,是 两 条 互 绕 的 双 螺旋 。DNA 的 复制 首先 是 两 股 链 分 开 ， 
然后 以 每 股 单 链 作为 模板 ， 依 碱 基 配 对 原理 形成 新 链 ， 两 股 链 精确 地 复制 出 四 种 碱 基 的 特定 顺 
序 ; 产 生 了 两 个 与 原来 全 同 的 双 螺 旋 。 因 遗 传 信息 贮存 于 DNA 碱 基 顺 序 之 中 ,因此 ,每 一 世代 
必然 保持 这 个 顺序 。DNA 分 子 并 不 直接 支配 蛋 自 质 的 生物 合成 ,DNA 分 子 的 遗传 信息 机 转录 
HE RNA FE, KE RNA 成 为 蛋白 质 合成 的 直接 模板 。 每 一 种 仁 基 酸 都 分 别 结合 于 转 
移 RNA 分 子 上 ， 二 个 转移 RNA 只 能 结合 一 个 特定 的 氨基 酸 ,， 此 转移 RNA 携带 氮 基 酸 在 核糖 
体 上 进行 蛋白 质 的 生物 合成 。 可 以 说 ， 上 述 过 程 不 管 是 那 一 步 都 离 不 开 蛋 白质 的 作用 。 就 以 
DNA 链 复制 来 说 ,并 不 是 只 要 有 了 各 种 核 苷 酸 等 基本 材料 ,DNA 就 能 正确 地 复制 。 为 了 各 成 
i ao. DNA, 人 们 花费 了 十 多 年 的 时 间 才 发 现 了 DNA Be EF 就 目前 
DNA 4 a TERRE, ie 


7 F 得 Be Ay GA | UES 
RHI BORO TW rere re yer 有 有 时 也 叫 作 HD- 和 蛋 
扎 质 ”是 三 种 分 子 量 较 小 的 蛋白 质 。 这 种 蛋白 质 紧密 地 ,协同 地 、 特 异地 结合 到 单 链 上 ， 大 大 降 
TPR 除了 这 两 类 蛋白 质 而 外 ， 还 有 其 他 一 系列 蛋 和 白质 与 
DNA 聚合 酶 和 螺旋 -去 稳定 蛋白 共同 构成 “复制 装置 >， 虽然, 目前 对 这 些 成 分 知道 得 并 不 详细 ， 
但 已 取得 了 很 大 进展 。 现 已 有 可 能 利用 原核 的 查 系 统 在 离 体 条 人 忻 下 重 现 DNA 复制 的 大 多 数 反 
Wi, 充分 揭示 了 DNA 的 复制 是 一 种 依 束 于 多 种 蛋白 质 作用 的 复杂 过 程 。 不 仅 DNA 复制 过 程 
姑 此 ,遗传 信息 的 转录 也 是 由 RNA 聚合 酶 来 催化 的 。 这 个 过 程 要 有 高 度 的 准确 性 ; 酶 系统 必需 
保证 严 确 和 读 出 碱 基 顺 序 , 以 及 为 选择 转录 的 适当 地 点 作 准 备 等 。 核 久 体 是 个 翻译 的 核心 ,这 是 
一 个 含有 RNA 和 蛋白 质 的 颗粒, 由 两 个 亚 单位 组 成 ,大 的 亚 单位 比 小 的 大 一 倍 左右 。 较 小 的 亚 
单位 结合 着 信息 组 分 ， 较 大 的 亚 单位 结合 着 正在 合成 的 蛋白 质 链 和 正在 进入 的 氨基 酸 转移 
RNA, BEM MIE ,核糖 体 内 各 种 蛋白 质 具 有 结合 信息 、 翻 译 起 始 , 转 位 、 肽 链 延 长 .终止 及 
释放 等 多 种 机 能 。 


生物 体内 的 蛋白 质 的 种 类 极其 繁多 ,分 布 极 其 广泛 ,所 担负 的 任务 也 是 多 种 多 样 的 。 除 了 上 
述 过 程 涉及 蛋白 质 而 外 ,众所周知 ,构成 生物 体 新 陈 代 谢 的 几乎 全 部 的 化 学 反应 都 是 在 活性 蛋白 
质 一 一 酶 的 催化 下 进行 的 。 RE, 已 知 的 酶 没有 一 个 不 是 蛋白 质 的 。 此 外 ，, 高 等 动物 的 免疫 反 
应 ,也 主要 是 通过 蛋白 质 来 完成 的 。 运 动 时 的 肌肉 收缩 ,运输 氧 和 营养 物质 的 载体 以 及 结缔 、 皮 
肤 , 毛 发 等 也 都 是 靠 蛋白 质 实现 的 。 最 近 的 分 子 生 物 学 研究 表明 ， 在 细胞 膜 的 通 透 性 、 高 等 动物 
的 记忆 活动 等 多 方面 ,蛋白 质 都 起 着 重要 作用 。 基 于 上 述 ,， 有 人 把 核酸 称 为 “遗传 大 分 子 ”， 而 把 
蛋白 质 称 为 “功能 大 分 子 ” ,我 们 认为 这 种 叫 法 还 是 比较 确切 的 。 


二 、 生 物化 学 与 分 子 生 物 学 


正如 大 家 所 部 知 的 那样 , 生 物化 学 是 研究 存在 于 生物 体内 的 化 合 物 及 其 化 学 过 程 的 科学 。 
主要 以 组 成 生物 体 的 组 份 为 对 象 ,研究 其 性 质 ,相互 关系 和 新 陈 代 谢 的 规律 等 方面 。 生 物体 内 的 


成 分 虽然 很 多 ,但 蛋白 质 的 重要 性 很 早 就 被 认识 到 ,是 生物 化 学 的 重点 研究 对 象 。 尤 其 是 认识 到 


所 有 的 酶 都 是 蛋白 质 之 后 ,蛋白 质 的 重要 性 就 更 是 不 言 而 哗 了 。 在 生物 化 学 发 展 过 程 中 ,核酸 的 
研究 并 不 算 晚 ,是 于 1872 年 从 白血球 和 精细 胞 中 离 析 得 到 ,但 其 重要 性 一 直 未 得 到 应 有 的 重视 ， 
就 是 在 遗传 方面 也 认为 蛋白 质 是 主要 的 ,而 核酸 不 可 能 负 有 这 样 的 任务 。 直 到 本 世纪 五 十 年 代 ， 
才 认识 到 DNA 是 一 个 非常 重要 的 大 分 子 , 有 见识 的 科学 家 都 敏感 地 意识 到 , DNA 是 生命 科学 
的 最 重要 的 对 象 。 

在 生物 化 学 发 展 的 同时 ,遗传 学 也 沿 着 自主 的 道路 发 展 起 来 , 并 逐渐 与 生物 化 学 联系 起 来 ， 
开始 从 生物 化 学 反应 的 角度 分 析 基因 的 机 能 。 进 入 五 十 年 代 之 后 ”接受 了 DNA 是 遗传 物质 的 
概念 ,此 概念 与 当时 已 经 得 到 承认 的 蛋白 质 具有 特定 的 氨基 酸 顺 序 的 概念 相 结合 ,自然 就 产生 了 
DNA 分 子 中 某 一 片断 的 核 苷 酸 顺 序 对 应 某 一 蛋白 质 的 氨基 酸 顺 序 〈 共 线性 原理 ) 这 样 一 个 命 
题 。 这 样 , 遗 传 学 也 就 进入 到 一 个 新 的 阶段 一 一 分 子 遗 传 学 。 相关 科学 之 间 ， 尤其 是 生物 化 学 ， 
微生物 学 和 遗传 学 在 五 十 年 代 初 期 的 会 合 , 使 人 们 坚信 DNA 分 子 结构 必然 是 蛋白 质 合 成 的 模 
板 。 这 样 一 个 认识 上 的 飞跃 ,产生 了 一 门 新 的 边缘 科学 一 一 分 子 生 物 学 。 因 此 ,分 子 生物 学 是 以 


和 核酸 的 结构 与 功能 及 其 相互 关系 为 中 心 , 在 分 子 水 平 研究 生命 过 程 的 一 门 科学 。 | 特别， 


是 研究 细胞 组 份 的 物理 化 学 性 质 和 变化 ， 以 及 这 些 变化 与 生命 现象 的 联系 。 分 子 和 遗传 、 神 经 伟 
导 、 视 觉 、 膜 传导 等 都 是 分 子 生 物 学 的 重要 课题 。 


三 、 新 技术 的 采用 促进 了 生命 科学 的 发 展 

今日 的 生物 科学 已 经 从 描述 性 的 科学 发 展 成 一 门 精确 的 和 定量 的 科学 了 。 现在 可 以 用 .2x 
10“ 毫 克 的 核酸 样品 进行 定量 分 析 , TR 速 反应 技术 可 以 测定 10 "全 10 2 秒 的 动力 学 反应 过 程 ， 
电子 显微镜 的 分 辩 率 可 达 2A。 这 些 成 就 的 取得 是 与 各 学 科 人 员 在 边缘 科学 中 的 会 合 以 及 不 断 
地 采用 新 技术 新 仪器 分 不 开 的 。 

生物 化 学 和 分 子 生 物 学 本 来 就 是 边缘 科学 ,当然 ,从 事 这 些 学 科研 究 的 人 员 除 了 生物 学 领域 
的 人 员 而 外 ， 化 学 家 ,物理 学 家 以 及 其 他 方面 人 员 也 都 纷纷 从 事 近 代 生 物 科 学 的 研究 。 比 如 ;对 
蛋白 质 螺旋 构象 作出 续 越 贡献 的 里 努 斯 ， 鲍 林 CL. Pauling) 是 大 家 都 熟知 的 理论 化 学 家 ， 但 他 


tagee 


把 生命 科学 中 的 蛋白 质 和 核酸 作为 自己 的 研究 对 象 , 并 通过 自己 的 工作 取得 了 巨大 的 成 就 。 法 
兰 西 斯 . 克 里 克 (F，Crick) 本 是 一 位 年 青 的 物理 学 家 ,后 来 从 事 蛋 白质 方面 的 研究 ,同时 又 非常 
注意 DNA 大 分 子 , 并 和 另 一 位 青年 生物 化 学 家 詹 姆 士 ，D“. 沃 森 (J. D. Watson) Aff, Fil FAX- 
射线 衍射 分 析 所 得 到 的 结果 ,发 现 了 DNA 分 子 的 双 螺 旋 结 构 。 另 外 ,从 事 蛋白 质 和 核酸 化 学 合 
子 是 很 难 想象 的 。 显 然 ,科学 分 类 的 本 身 只 是 便于 人 们 对 科学 领域 的 理解 ,有 利于 人 们 展望 科学 
发 展 的 前 景 , 它 不 是 限制 人 们 工作 范围 的 壁垒 ,一 个 有 见识 的 科学 研究 人 员 绝 不 会 把 自己 的 科研 
课题 局 限 在 传统 的 范围 之 内 。 如 果 结 晶 学 家 只 研究 小 分 子 晶体 的 话 ,当然 X- 射 线 晶 体 学 的 知识 
也 就 不 会 及 时 地 用 于 分 析 蛋 白质 和 核酸 了 。 事 实 并 非 如 此 ;各 方面 的 科学 工作 者 在 生物 化 学 、 分 
子 生 物 学 等 领域 内 的 协同 工作 促成 了 生命 科学 的 高 速 发 展 。 

如 果 回 顾 一 下 生物 化 学 和 分 子 生 物 学 近 二 :三 十 年 取得 的 成 就 ,就 会 发 现 新 技术 的 引入 和 仪 
器 设备 的 完备 是 非常 重要 的 。 蛋 白质 一 级 结构 的 解决 是 与 蛋白 质 和 肽 的 分 离 和 纯化 技术 的 进步 
分 不 开 的 。 正 是 由 于 在 一 级 结构 研究 之 中 使 用 了 电泳 技术 , 超 离心 ,各 种 层 析 分 离 以 及 工具 酶 等 
各 种 技术 , 桑 格 (F. Sanger) 才能 在 1956 年 完成 胰岛 素 一 级 结构 的 测定 工作 。 近 年 来 ,蛋白 质 的 
分 离 技 术 不 断 的 进步 ,如 气相 色谱 ,各 种 离子 交换 剂 用 于 分 离 提纯 \, 亲 和 层 析 、 分 子 得 以 及 用 超 离 
心 进行 梯度 离心 等 , 人 们 用 于 纯化 蛋白 质 的 手段 越 来 越 多 ,而 且 越 来 越 精巧 了 。 X- 射 线 衍射 技 
术 对 解决 大 分 子 的 构象 发 挥 了 极 大 的 作用 ,如 1953 年 克 里 克 (F. Crick) 等 人 发 现 DNA 的 双 螺 
旋 结 构 ,1958 年 至 1960 年 彼 鲁 蒋 (M, Perutz) 和 肯 德 鲁 (J. Kendrew) 又 弄 清 了 肌 红 蛋白 和 血红 
蛋 自 的 单 唱 结构 。 此 后 又 以 X- 射 线 衍射 技术 得 到 了 一 系列 酶 的 构象 ,大 大 加 深 了 人 们 对 催化 机 
制 的 了 解 。 近 些 年 来 ,核磁 共振 ， 激光 拉 曼 光谱 也 用 于 大 分 子 构象 的 研究 之 中 , 而 且 取得 了 部 分 
成 果 。 此 外 电子 显微镜 的 应 用 , 快速 反应 技术 等 都 在 推动 着 生物 化 学 和 分 子 生 物 学 及 相关 领域 
的 发 展 。 


四 、 香 白质 的 应 用 与 现实 生活 


科学 工作 者 一 方面 注视 与 揭 开 生命 奥秘 有 关 的 一 些 大 课 题 , 另 一 方面 也 无 时 无 刻 不 在 考 虐 
现实 生活 ,把 现 有 的 科学 成 果 应 用 于 人 类 社会 ,以 改善 人 们 的 生活 ,增加 生产 ,减少 和 根治 疾病 等 
实用 方面 。 单 就 蛋白 质 而 言 ,其 应 用 范围 也 是 很 广泛 的 ,与 人 民生 活 息息相关 。 其 中 大 部 分 是 涉 
KBE RAR, BEE Rea ok ,不 仅 包括 生物 体 化 学 成 分 的 分 析 ,也 包括 了 各 种 
酶 的 活力 测定 作为 临床 诊断 的 指标 ,如 乳酸 脱 氢 酶 同 工 酶 的 检定 作为 心肌 梗塞 诊断 的 指标 , 转 氨 
酶 (GPTI) 作为 肝病 变 的 指标 等 。 除 了 检查 血液 中 成 分 与 疾病 的 关系 外 ,目前 对 尿 的 分 析 也 很 受 
HM. Hk, 许多 蛋白 制剂 是 安全 有 效 的 药品 。 比如 蛋白 水 解 酶 复 剂 作为 消化 药物 广泛 使 用 。 
最 近 把 种 种 蛋白 水 解 酶 作为 口服 药 也 收 到 了 较 好 的 疗效 ,不仅 可 以 减轻 炎症 性 浮肿 .肿胀 `. 血 肿 ， 
面 且 有 消 关 和 促进 浓 着 排 汽 的 作用 。 嘴 岛 素 ,人 胎盘 血 丙 种 球 蛋 白 , 细胞 色素 c, 胰 酶 抑制 剂 等 
也 都 是 有 效 的 药物 。 近 些 年 来 尿 激 酶 的 应 用 很 受 人 重视 ， 尿 激酶 是 目前 治疗 各 种 血栓 性 疾病 的 
最 好 药物 。 此 药 尚 属 新 药 , 其 使 用 方法 和 应 用 范围 正在 成 熟 和 扩大 之 中 。 第 三 , 酶 法 分 析 也 用 于 
食品 分 析 上 ,其 对 象 主要 是 辅酶 和 有 机 酸 , 有 些 酶 法 分 析 很 灵敏 , 如 工 -乳酸 ，DL- 柠 檬 酸 可 测定 
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范围 分 别 为 0.2 一 10 wg/ml 2 一 50 we/mi, D-H 0.02—-1.0 ug/ml 等 。 食 品 分 析 中 还 

括 农药 毒物 分 析 ,利用 毒物 可 以 非 竞争 性 地 抑制 某 些 酶 的 活性 , 求 出 毒物 在 食品 中 的 浓度 ; Bl 
如 有 机 磷 杀 虫 剂 换 制 胆 碱 酯 酶 ( 牛 红血球 ) ,从 而 降低 水 解 乙酰 胆 碱 的 能 力 。 如 果 小 麦 受 了 DDT 
的 污染 ,可 用 牛 红血球 碳酸 酝 酶 测定 ,可 检查 出 1 克 中 含有 10 微克 的 毒物 。 第 四 ,在 一 些 工业 生 
产 上 也 常常 利用 酶 钢 剂 ,如 生丝 的 处 理 , 天 然 生 丝 是 互 想 粘着 在 一 起 的 ,为 了 使 生丝 分 开 , 就 要 彼 
坏 粘 着 天 然 生丝 的 天然 胶水 ” ,以 肥皂 和 苏打 水 洗 煮 生丝 , 生丝 的 结构 受到 破坏 ， 如 果 以 酶 制剂 
处 理 生 丝 ， 对 生丝 无 害 并 可 大 大 提高 丝线 的 质量 。 我 国 是 世界 上 盛产 委 丝 的 国家 , 不 仅 有 家 矢 
丝 , 还 有 榨 和 居 丝 ,因此 ,有 关 生 丝 的 处 理 和 加 工 是 非常 有 意义 的 工作 。 同 样 , 制 革 工 业 也 采用 了 酶 
法 制 革新 工艺 。 还 有 许多 方面 可 利用 酶 制剂 ,如 生物 高 分 子 分 解 为 低 分 子 或 单 体 , 化 学 基 团 的 引 
入 或 去 除 , 异 构 化 , 光学 异 构 体 的 分 离 以 及 一 些 合成 反应 等 。 第 五 ,在 日 常生 活 中 所 使 用 的 合成 
洗涤 剂 者 以 蛋白 水 钥 酶 为 添 料 ,可 以 去 除 牛 孔 、 和 蛋白、 血液 等 不 易 去 除 的 污 物 等 。 总 之 "蛋白质 的 
知识 以 及 蛋 自 制品 的 利用 已 经 成 为 某 些 生产 和 人 们 生活 的 组 成 部 分 ,而 且 随 着 科学 的 发 展 , 应 用 
范围 还 会 有 更 大 的 扩展 。 因此 ， 从 事 生 物化 学 和 分 子 生 物 学 研究 的 人 , 既 要 注意 大 的 基本 理论 
课题 ， 又 要 注意 实际 而 有 价值 的 应 用 课题 ， 既 要 放眼 未 来 ， 又 要 注意 当前 迫切 需要 解决 的 实际 
问题 。 
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早 在 1838 年 就 已 经 确定 ,大 多 数 蛋 白质 含 50 一 55% 的 碳 ,6 一 7% 的 氨 ,20 一 23% 的 氧 ， 12 一 
19% 的 所 ,0.2 一 3% 的 硫 , 还 发 现 某 些 蛋 白质 含有 磷 (3% ) ,有 的 还 含有 微量 金属 。 各 种 蛋白 质 
的 含 氛 量 很 接近 ,其 平均 值 为 11% 。 因 此 ,只 要 测 出 生物 样品 中 的 氨 含 量 , 就 可 推算 出 蛋白 质 的 
大 约 含 量 。 到 十 九 世纪 末 , 已 经 确切 知道 了 ,氨基 酸 是 蛋白 质 的 基本 结构 单位 ， 而且 大 多 数 蛋 白 
质 含 有 二 十 种 不 同 的 氧 基 酸 。 根据 目前 我 们 对 蛋白 质 化 学 和 蛋白质 合成 的 了 解 ， 可 以 把 蛋白 
质 的 成 分 分 成 两 大 类 。 第 一 类 是 以 肽 键 形式 存在 于 蛋白 质 中 的 氨基 酸 。 这 类 包括 二 十 种 现在 认 
为 有 确定 的 遗传 密码 的 氨基 酸 以 及 由 特殊 反应 产生 的 氨基 酸 ， 这 种 特殊 反应 是 在 前 体 氨基 酸 加 
入 肽 链 后 发 生 的 。 但 这 类 不 包括 生物 合成 时 仅 短暂 存在 于 多 肽 中 的 氨基 酸 , RN FR OE 甲 硫 氮 
酸 。 蛋 白质 的 第 二 类 成 分 是 各 种 非 氨 基 酸 物质 ,它们 与 蛋白 质 的 结合 可 能 是 共 价 结合 ,也 可 能 通 
过 强 的 非 共 价 力 结合 。 含 这 类 物质 的 蛋白 质 叫 结合 蛋白 质 (其 分 类 见 本 章 第 二 节 )。 水 解 后 仅 得 
到 氨基 酸 的 蛋白 质 叫 简单 蛋白 质 。 因 为 简单 蛋白 质 全 由 氨基酸 组 成 ， 而 结合 蛋白 质 的 主要 部 分 
也 是 由 氨基 酸 组 成 的 ,所 以 ,我 们 要 了 解 蛋白 质 的 结构 .性质 和 生物 功能 ,必须 对 氨基 酸 有 一 概括 
性 的 了 解 。 不 但 要 知道 氨基 酸 的 一 般 物 理化 学 性 质 ,还 要 知道 氨基 酸 的 立体 结构 原则 。 


第 一 节 氨 = 酸 


coor 组 成 蛋白 质 基 本 结构 的 二 十 种 氨基 酸 及 其 确定 的 遗 
COO 传 密码 列 于 表 2-1 中 。 除 且 气 酸 外 ， 所 有 的 氨基 酸 均 有 


Na C= NH} H R 
NY, 
* 一 通 式 (NH,—CH—COOH) filén 2-1 所 示 的 空间 构 
及 


型 。 其 中 ， 有 了 代表 侧 链 基 团 ,不 同 的 氨基 酸 ，R 基 团 不 
il. 

表 2-1 中 的 二 十 种 氨基酸 是 按 其 侧 链 基 团 的 物理 性 质 、 特 别 是 根据 与 水 的 相互 作用 分 类 
的 。 这 样 的 分 类 对 我 们 以 后 研究 蛋白 质 的 三 维 空间 结构 是 有 用 的 。 由 此 表 可 发 现 一 个 明显 的 特 
点 ;有些 氨基 酸 的 侧 链 ,相对 来 说 ,不 溶 于 水 (如 Ala, Val,Leu,Ile,Met,Pro, Phe, Try), 有 些 氨 
基 酸 在 生命 自然 条 件 下 总 可 以 电离 ,因而 是 强 亲 水 性 的 (如 Asp\Glu、.Lys\、Arg)。 组 氛 酸 由 于 在 
pH 7 时 能 变 成 质子 化 的 形式 ,因而 很 接近 于 后 一 类 。 所 有 其 它 的 氨基 酸 处 于 这 两 个 极端 之 间 。 
如 果 按 带电 和 荷 情况 ,又 可 分 为 : OD 不 带电 荷 的 ,如 Ser, Thr,CysH,Tyr,Asn,Gln, @ 在 中 性 溶 
液 中 带 负电 荷 的 如 Asp、,Glu, 叫 酸性 氨基 酸 ,@@) 在 中 性 溶液 中 带 正 电荷 的 , 如 His、Arg、Lys， 
叫 碱 性 氨基 酸 。 

丝 氢 酸 和 苏 氨 酸 带 有 脂肪 族 羟 基 侧 链 ,其 侧 链 羟 基 能 和 适当 的 给 体 和 受 体 基 团 形成 氨 键 ,如 
和 亚 氛 基 的 气 原 子 或 蛋白 质 主 链 的 闻 基 氧 形成 所 键 ， 谷 氨 酸 和 门 冬 氨 酸 的 侧 链 都 有 第 二 个 羧基 
基 团 ,在 pPH4 以 上 处 于 解 离 状 态 ; 门 冬 酰胺 和 谷 氨 酰胺 ,既是 于 的 给 体 , 又 是 于" 的 受 体 ,这 种 特 


图 2-1 <c- 氨 基 酸 结构 示意 图 
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表 2-1 基本 和 氨基酸 分 类 表 
类 | 名 称 | 三 字母 代号 | 单字 母 代号 站 wee 结 构 式 
甘氨酸 Gly G GG(N) NH.—C—H 
COOH 
H 
脂 AAR Ala A GC(N) NH;—C—CH, 
COOH 
z 1/8 
AA 酸 Val V GU(N) NH.— C—CH 
| 
族 coon Cs 
| 
| H CH, 
CU(N), 
类 亮 氨 酸 Leu L uuA,uUG | NH: 一 C 一 CH: 一 CH 
COOK: CH, 
AUU i CH; 
RAR Ile I AUC NH,—C—CH 
| i 
“gre COOH CH,—CH, 
UC(N) H 
产 丝氨酸 Ser S AGU NH,— C—CH,OH 
ASC COOH ? 
基 
H OH 
Fae Ey Ae 
类 苏 Rm Thr T AC(N) || NH,—C—CH—CH, 
COOH 
于 
酸 门 冬 氨 酸 Asp D GAU | NH,—C—CH,COOH 
GAC | 
性 COOH 
氨 
基 H 
Sw Glu E BAA N | 


Se MES 


GAG 
COOH 
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a. 现在 确定 的 遗传 密码 排列 ， 指 的 是 信使 核糖 核酸 的 核 苷 酸 顺序 ， 其 中 ，A 是 腺 苷 酸 ， CRM, GESHR, UZ 


尿 背 酸 ，N 是 上 述 四 种 核 背 酸 中 的 一 种 。 


性 与 蛋白 质 的 结构 种 功能 蔬 重 要 联系 ; 赖 氨 酸 和 精 受 酸 带 有 碱 性 的 侧 链 基 团 , 此 基 团 在 pH 9 以 
下 处 于 正 电 状态 。 这 两 个 碱 性 氨基 酸 和 带 两 个 状 基 的 氨基 酸 ,基本 上 决定 了 蛋白 质 所 带 的 电 谷 。 
组 氨 酸 的 咪唑 基 往 往 能 和 Fe* 和 其 它 金 属 离子 形成 配 位 化 合 物 ; 三 个 带 芳 环 侧 链 的 氨基 酸 中 的 
苯 丙 氨 酸 是 非 极 性 的 ,而 酷 氨 酸 和 色 氨 酸 的 侧 链 具 有 形成 气 键 的 能 力 。 色 氨 酸 的 结构 比 其 它 所 
基 酸 复杂 ,也 比较 特殊 ,但 它 具 有 什么 特殊 作用 还 有 待 继 续 研 究 。 半 胱 氨 酸 的 侧 链 为 一 CH 一 SH， 
此 琉 基 既 不 易 解 离 , 也 不 参与 形成 气 键 ,但 它 的 反应 活性 很 高 ,二 个 琉 基 氧化 后 形成 二 硫 桥 j 蛋 所 
酸 的 硫 原 子 有 时 参与 形成 配 位 键 , 此 外 未 发 现 有 什么 特殊 功能 。 有 些 氨 基 酸 的 侧 链 基 团 可 与 某 
些 化 学 试剂 反应 ,这 将 在 “氨基 酸 的 反应 ?一 节 中 详 加 介绍 ,此 外 , 还 可 参阅 “和 蛋白质 的 化 学 修饰 ? 
一 章 中 的 "蛋白质 侧 链 的 修饰 "一 节 。 

蛋白 质 中 的 第 二 类 氨基 酸 ,包括 遗传 密码 尚未 确定 的 那些 氨基 酸 ,其 中 大 多 数 显 然 是 由 前 体 
质 基 酸 通过 特殊 反应 形成 的 ， 这 种 特殊 反应 是 在 多 肽 的 生物 合成 中 间或 合成 之 后 发 生 的 。 这 类 
氨基 酸 的 结构 列 于 表 2-2 中 。 

表 2-2 蛋白 质 中 某 些 被 修饰 了 的 氨基 酸 的 结构 ( 均 属 前 述 二 十 种 氨基 酸 的 衍生 物 ) 
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(Hyl) a ee 
3 
L- 甲 状 腺 素 py er “ae 
Ho—Z >》-o-&_ > cH 一 c 一 H 
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Fk SPUR SC A SME RH SE BH nl UE A BE 
RANI TE IY, 7S RE IR I RIE RAR. BO a 
SAG TBM. PRIN ORAS OLA (TA WRI oh, RSE TET TR 
BRA ft. HE SORA eh FI HG a His UGE ARI, 在 纤维 蛋 
白 原 中 ,还 发 现 有 OBIE SR, SLAG Jak JL GC, 大 肠 杆菌 谷 酰胺 合成 酶 ) 含 有 腺 武 化 
了 的 氨基 酸 。 

一 、 和 氨基酸 的 构 型 | 

实际 上 ,一 个 分 子 并 不 是 写 在 纸 面 上 的 一 些 原子 的 平面 组 合 ,而 是 在 三 维 空间 中 有 -- 定 的 排 
布 方式 。 同 一 组 成 的 分 子 ， 其 原子 或 基 团 的 几何 排 布 可 以 不 同 。 一 般 称 这 种 结构 上 的 差异 为 立 
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体 异 构 。 在 生物 化 学 中 ,立体 异 构 这 个 概念 很 重要 ,这 一 方面 是 由 于 天 然 存在 的 生物 碱 和 氨基 酸 
等 都 有 其 特异 的 立体 构 型 , 另 一 方面 ,蛋白 质 、 酶 等 生物 大 分 子 的 反应 特异 性 , 若 不 是 建立 在 立体 
化 学 的 基础 上 ， 很 多 问题 很 难得 到 确切 的 回答 。 

前 已 述 及 , 除 膊 氨 酸 外 ( 它 实 际 是 一 个 亚 氨基 酸 ) ,所 有 的 氨基 酸 均 由 一 个 碳 原子 ( 即 ce - 碳 原 
子 ) 和 四 个 取代 基 构 成 : 即 交 基 氨基、 氨 原 子 和 一 个 R 基 团 ,不 同 的 氨基 酸 R 基 团 不同。 如 果 - 
矶 原子 的 四 个 取代 基 各 不 相同 ,那么 该 原子 就 叫做 不 对 称 碳 原子 。 天 然 存在 的 二 十 种 氨基 酸 , 除 
甘氨酸 外 ( 它 的 R 基 团 是 H) ,都 有 一 个 不 对 称 碳 原子 , 即 c - 碳 原子 。 这 四 个 不 同 的 取代 基 有 二 
种 不 局 的 排 布 形式 ,结果 形成 个 此 成 镜 象 的 结构 。 这 是 因为 碳 原子 的 sp?- 轨 道具 有 四 面体 结构 ， 
因此 ;四 个 取代 基 可 以 有 二 种 方式 排 布 在 这 个 碳 原子 的 周围 。 当然 还 可 以 有 一 些 其 它 的 排 布 方 
式 , 但 都 与 这 二 种 排 布 形式 中 的 一 种 等 效 , 因为 只 要 简单 地 转动 , 就 可 以 互相 代替 。 我 们 可 以 把 
彼此 成 镜 象 的 两 个 结构 分 别称 为 D - 构 型 和 L - 构 型 。 因 此 , 每 种 氨基 酸 都 可 能 有 D- 构 型 和 L - 
构 型 之 分 。 图 2-2 即 表示 丙 氨 酸 的 立体 异 构 体 。 


图 2-2 两 氨 酸 的 立体 异 构 体 


在 比较 温和 的 条 件 下 ,水解 蛋白 质 所 得 到 的 所 有 氨基 酸 都 具有 旋光 性 。 这 是 由 于 cx - 碳 兰 子 
上 的 四 个 取代 基 的 不 对 称 性 引起 的 。D -型 氨基 酸 和 L -型 握 基 酸 的 区 别 在 于 ， 它 们 能 使 平面 仿 
振 光 向 相反 的 方向 转动 ,但 它们 的 熔点 ,溶解 度 和 其 它 物 理性 质 相 同 。 这 种 彼此 成 镜 象 的 化 合 物 
( 即 召 -型 氛 基 酸 和 工 - 型 氨基 酸 ) 称 为 对 映 结构 体 。 等 量 混 合 D- 和 世 -型 物质 , 所 得 到 的 混合 物 
称 为 外 消 旋 混 合 物 或 DL 型 物质 。 它 没有 旋光 性 。 虽 然 自然 界 也 有 D -氨基 酸 ,但 蛋白 质 中 的 所 
有 人 氨基酸 都 是 世 - 构 型 . 

如 果 有 多 于 1L 个 不 对 称 碳 原子 的 话 , 则 可 能 存在 2" 个 不 同 的 构 型 , 其 中 壮 是 不 对 称 碳 原子 


° 9 。 


MRA. HAR FRAG SIAM, BARAT DM Pee eS AI of 能 的 构 型 。 荔 
氨 酸 的 四 个 构 型 图 示 如 下 : 
CH, CH, CH, CH, 
站 -出 ith dB A ss 人 2 
Sagan "ebay sent H—C—NH;* NH;*—C—H 
SOPs ee ie COO- 
L-Fy IA D-Jy AAR 工 - 异 构 苏 氨 酸 D- 蜡 构 苏 氨 酸 
其 中 ,只 有 工 - 苏 氨 酸 存在 于 蛋白 质 中 。 自 然 界 也 存在 了 -所 基 酸 ,是 由 植物 ,微生物 合成 的 。 细 
菌 产生 的 几 种 抗菌 素 , 如 青 霍 素 里 的 青 堆 胺 就 合 有 D - 氢 基 酸 。 2 
胱 氨 酸 。 它 是 由 二 硫 键 将 二 个 镜 象 异 构 体 连 在 一 起 形成 的 。 分 子 中 有 补偿 的 不 对 称 中 心 ， 
没有 净 旋 光 性 ， 因 为 分 子 的 一 半 很 精确 地 为 另 一 半 所 补偿 。 
利用 X- 光 结构 分 析 测定 了 各 种 氨基 酸 的 晶体 结构 。 结果 证 明 , 氨基 酸 分 子 有 严格 的 键 长 
与 键 角 。 虽 然 各 种 氨基 酸 之 间 的 情况 略 有 差异 ,但 其 基本 结构 有 共同 性 。 如 图 2-2 所 示 ,羧基 的 
二 个 碳 一 氧 键 , 大 体 是 等 同 的 , 约 为 1.26 A、 羧 基 的 碳 ,二 个 氧 基本 上 在 一 个 平面 上。 REM 
a- 碳 之 间 的 亩 长 平均 为 1.53 Ac- 碳 与 气 之 间 的 键 长 为 1.50A 左右,c- 碳 和 氛 原 子 基本 上 处 于 
羧基 平面 上 。c- 碳 和 有 R 基 团 上 的 碳 之 间 的 键 几 乎 和 此 平面 垂直 。 cx- 碳 的 四 个 键 是 正四 面体 构 
型 ,角度 为 109" ,羧基 的 O 一 C 一 9 之 间 的 夹 角 为 125"。 
二 、 和 氨基 酸 的 酸 碱 性 质 与 pK 值 -…”” 
研究 氨基 酸 的 酸 碱 性 质 对 理解 蛋白 质 的 性 质 有 特别 重要 的 意义 。 因 为 毛 基 酸 的 分 离 、 鉴 定 
及 定量 分 析 的 方法 都 是 以 它 的 酸 碱 性 质 为 根据 的 ， 而 这 些 方法 又 是 测定 蛋白 质 的 氨基 酸 组 成 和 
蛋白 质 的 所 基 酸 顺序 所 必 不 可 少 的 。 
1、 氨 基 酸 的 等 电 点 
氨基 酸 一 般 能 溶 于 水 ,但 不 溶 于 象 乙 醚 这 类 非 极 性 有 机 溶剂 中 。 氢 基 酸 的 熔点 较 高 ,一般 在 
200"C 以 上 。 这 说 明 , 在 它们 的 结构 中 具有 高 电荷 的 极 性 基 困 。 实际 上 , 所 有 的 氨基 酸 都 含有 酸 
性 的 羧基 ,能 电离 成 COO 和 互 ,还 含有 一 个 碱 性 的 氮 基 (或 亚 氛 基 ), 它 能 接 受 质子 ,形成 四 级 
久 盐 (如 有 一 NHs )。 这 种 情况 可 用 下 式 表示 ， 
NH; NH,;* NH, 
R— En =Ht+ 人 一 enor has Bee 一 COO- 
8 上 
HzA+ HA “= 
因此 ,氨基 酸 是 一 个 两 性 电解 质 , 它 在 溶液 中 的 带电 情况 , 随 溶液 的 DH 值 而 变化 。 改 变 溶液 的 
pH 值 , 可 以 使 一 个 氟 基 酸 带 正 电 , 也 可 以 使 其 带 负 电 或 不 带电 。 如 果 氨 基 酸 不 带 净 电荷 ,那么 ， 
它 在 电泳 系统 中 ,就 不 会 发 生 疝 正极 或 负极 移动 的 现象 。 在 这 种 状态 下 , 溶液 的 pH ARAYA 
基 酸 的 等 电 点 ,以 BI 表 示 。 人 氨基 酸 不 同 , 其 等 电 点 也 不 同 。 也 就 是 说 ,等 电 点 是 氨基 酸 的 一 个 特 
征 值 ， 


es。 JU ， 


对 单 氨基 单 羧基 的 氨基 酸 而 言 , 在 等 电 点 时 ,两 个 离子 的 正 负电 荷 相互 中 和 , 旦 电 中 性 , 即 呈 
HA 形式 , 称 此 为 偶 离子 :如果 往 溶液 中 加 酸 ( 如 HCU,， 以 降低 pH 值 , 则 偶 离子 变 成 一 个 带 正 电 
荷 的 阴离子 (HA+)。 反 之 ,如 果 往 等 电 溶液 中 加 碱 (如 NaOH)， 则 偶 离子 变 成 带 负 电 的 阴离子 
ka ). 

氨基 酸 的 羧基 .氨基 以 及 其 它 可 解 离 基 团 ,都 有 一 个 特征 的 PK 值 。 按 惯 例 ,pK 的 编号 是 从 
最 酸 的 基 团 的 解 离开 始 , 分 别 记 为 PK、\PK:…。 所 有 常见 的 氨基 酸 的 PK 值 都 已 经 测定 过 了 。 
如 表 2-3 所 示 。 了 由 于 每 一 氨基 酸 的 酸性 和 碱 性 基 团 光 目 不同 , 以 及 每 个 基 团 的 pK 值 的 差别 ,使 
得 不 周 握 基 酸 有 不 同 的 民 值 。 有 的 pI PEE, 有 的 是 酸性 ,也 有 的 是 碱 性 。 表 2-3 列 出 了 党 

见 氨基 酸 的 pI 值 。 从 表 2-3 可 以 看 出 ; 


表 2-3 氨基酸 的 解 高 常数 和 等 电 点 


人 255 ee oe. 
本 

Ala 2.35 9.69 6.02 
Arg < 2.17 9.04 12.48 10.76 
Asn 2.02 8.8 5.4) 
Asp 2.09 9.82 3.86 2.98 
Cys 61.71 . 10.78 |, A =~ O283 5.02 
Glu 2.19 9.67 “4.25 3.22 
Gin 2.17 9.13 re hea 
Gly 2.34 9.60 5.97 - 
His rye 1.82 ; ， 9.17 6.00 7.58 
Leu 2.26 9.60° ° 5.98 
Lys. HD | pias 1.8.98; H 10.53 . 149.74 
Met 2:28 9.21 5.75 
Phe 4 1,83... 9.13 1 5.48 
Pro 1.99 10.60 6.30 
Ser 2.21 9.15 5.68 
Thr 2.63 10.43 . 6.53 
Try 2.38 9.39 5.88 
Tyr 2.20= (22.0) 9.11 10.07 1 5.65 °° 


Val | 2.32 | 962 5.97 


D 对 单 氨基 单 羧基 的 氨基 酸 而 言 ,pL 值 显然 在 pK, 和 pK 之 间 ,其 值 为 PK, A pKa’ A499 
术 平均 值 ， 即 pI 屯 (PKY 直 PK )。 这 个 关系 式 在 大 多 数 情况 下 是 准确 的 。 但 必须 指出 ， 在 各 


电 分 子 的 平衡 中 ,也 有 一 定量 的 不 带电 分 子 (NH: 一 CHRCJOH) ,但 它 的 量 不 大 。 为 什么 有 上 面 
的 关系 式 呢 ? 我 们 可 以 简单 地 说 明 如 下 : 根据 pI 的 定义 在 等 电 点 的 那个 PH 下 ， 偶 离子 (HA) 
占 优势 ， 任何 少量 量 的 [HaA ,J 的 在 在 都 将 为 等 量 的 [A- ] 所 平衡 。 这 种 关系 可 表示 如 下 : 


_. LHA ][H*] [A~ ][H*] 
SOTA phi 
SK, [Hea] K,LHA] 


将 LHAJ 代 入 , 则 有 : 


(Ht]= K,K,[H2A* ] 


[A-][H"] 
(8 te #8 a , [Hp A*] = AW] 
(H*]=VK,K; » Bl pH=—(pK, + pK») 


由 上 式 可 以 看 出 ,等 电 溶液 的 pH 值 与 离子 浓度 无 关 。 其 值 决 定 于 偶 离 子 两 侧 的 PK 值 。 
同样 ,对 有 三 个 可 解 离 基 团 的 氨基 酸 来 说 ,只 要 写 出 它 的 电离 式 , 然 后 取 偶 离子 两 边 的 pK 值 
的 平均 值 , 即 得 其 pl fh. An, REAM BUA: 


» rpytq2— 和 2KILH2A-] 
或 【本 下 二 [An] 


COOH COO- COO- COO- 

| 
H,*N— C 一 weeks + H,*N— gag He 一 = ， N—C—H =" H,N— 全 一 二 

| 2.09 | | 9.82 

CH， CH, CH, CH, 
| | | | 

COOH COOH COO- COO- 

CH,A*] [HA] [A] [A*-] 


pI=+ (pK; + pKy) =+-(2.09+ 3.86) =2.98 


对 赖 氨 酸 而 言 ,我 们 有 : 


COOH COO- COO- COO- 
K， K, K; | 
HZN—C—H=—> HjN—C—-H=—H.N—C— H==FL.N—CG—i 
| 2.18 l 8.95 10.53 
— ae mie Bev 
NH: NH} NH NH, 
2+ CH, - 
[Asz+] [HAt+] UHUAT gee [A-] 


pl=+-(pK, + pKs) =+(8.95+ 10.53) =9.74 


Q 单 氨基 单 羧基 毛 基 酸 的 羧基 ,其 酸性 比 脂肪 族 酸 (如 醋酸 ,PK=4.76) 强 ,这 可 能 是 由 于 
羧基 旁边 有 一 带 正 电 的 氨基 ,加 强 了 羧基 的 解 离 。 

@ MAMIE RAEN c- 氮 基 比 相应 的 脂肪 族 胺 具有 较 强 的 碱 性 〈 或 较 弱 的 碱 性 )。 

@ 所 有 单 所 基 单 羧基 氨基 酸 具 有 几乎 相同 的 PK 和 pK2, 

8) 任何 一 种 单 氨基 单 羧基 氨基 酸 ,在 生理 条 件 下 (pH 6 一 8) 没 有 明显 的 缓冲 容量 。 因 为 这 
些 氨基 酸 ， 只 有 在 接近 其 pK (AIM (Hl pH 1.3 一 3.3，pH 8.6 一 10.6) 示 有 缓冲 容 量 。 只 有 组 氮 
sta pH 6 一 8 有 较 大 的 缓冲 容量 。 蛋 白质 溶液 也 是 一 个 缓冲 溶液 ,在 生理 条 件 下 ,蛋白 质 的 缓冲 

量 主要 是 依靠 c- 氮 基 和 组 氨 酸 的 咪唑 基 。 但 c- 氛 基 仅 存在 于 肽 链 的 巩 - 末 端 ,其 数 量 太 少 ， 
出 pti ae then 解 离 。 

© 虽然 天 冬 氨 酸 的 羧基 和 和 谷 所 酸 的 -羧基 在 pH7 能 完全 电离 ,但 这 两 个 基 团 的 


* 12° 


PK 值 比 c- 羧 基 的 PK 高 许多 ,与 醋酸 的 PK 值 很 接近 。 

人 @， 半 胱 氨 酸 的 琉 基 和 酷 氨 酸 的 羟基 ， 具 有 弱酸 性 。 在 pH 7 IAD EWE A RAY BH A 
8% . 酷 氨 酸 的 羟基 大 约 电 离 0.01%6 。 

@ MARIN es- 氨基 和 精 氨 酸 的 股 基 具有 强 碱 性 。 它 们 只 能 在 高 PHP, 才能 给 出 质子 。 
在 pPH7 时 ,这 两 个 氛 基 酸 带 正 电 荷 。 

2, ARNE 

a He RAYS a — PP HE BE (an aE ,羧基 ,咪唑 基 ) 不 是 能 被 酸 所 滴定 ,就 是 能 被 碱 所 滴定 ,其 
滴定 曲线 是 典型 的 弱酸 和 能 碱 的 滴定 曲线 。 图 2-3 是 甘氨酸 的 滴定 曲线 。 


NH:CHCOO 


十 
NH3CH:COO 


+ 2 
NH3CH;3COOH C 


NHCHLOO> 


| 
等 电 点 (plL) 


NHCH:COOH 
NH;C H2COO~ 


OP Bp T1971 1B 
pH 


图 2-3 甘氨酸 的 滴定 曲线 


pei LL 3 


pH 
图 2-4 组 氨 酸 (以 圆圈 示 之 ) 及 其 二 肽 (以 黑 点 示 之 ) 的 滴定 曲线 


在 这 个 曲线 中 ,等 电 点 位 于 曲线 的 C 点 。pI=5.97. 此 时 溶液 中 只 有 偶 离 子 NHI 一 CH 一 
COOr-。 从 C 点 出 发 ， im 1 1 当量 的 HCL, WR AES PS RAM ail, FZ We PA Bf NH ;CH,COOH, 
即 曲 线 中 的 B 点 。 若 加 入 1 当量 的 NaOH, Wl] NH; 全 部 被 滴定 ,形成 阴离子 NH,CH,COO~, 即 
曲线 中 的 六 点 :如果 从 C 点 开始 , 滴 加 .0.5 个 当量 的 HClL, 此 时 溶液 中 有 一 半 偶 离子 和 一 半 阳 离 
子 , 即 LNHiCHCOOH]=[NHiCH2COO-]。 按 照 解 离 方程 式 的 定义 ,此 点 的 pHE 值 等 于 pK 
值 ， 因 为 这 是 羧基 的 解 离 , 所 以 以 pK; 表示 。 从 实验 曲线 上 可 以 看 到 ， pK, =2.34, [Al FF, KC 
点 开始 ， 加 入 0.5 当量 的 NaOH, Wl] NHi 基 团 被 滴定 一 半 ; 形 成 阴离子 ,同时 溶液 中 还 有 等 量 的 
偶 离 子 , 即 LNHiCH2COO ]=[NH,CH,COO], 此 点 即 为 NH3 基 团 的 PK 值 , 以 PK 表示 。 从 
曲线 上 可 以 看 到 pK=9.6。 在 酸 碱 滴定 过 程 中 , 廿 氨 酸 的 阳离子 .阴离子 和 偶 离 子 之 间 的 比例 ， 
随 pH 值 的 变化 而 变化 。 在 pH 1 一 6 间 是 阳离子 和 偶 离 子 间 的 比例 关系 ;在 pH 6 一 11 是 阴 离子 
和 偶 离 子 间 的 比例 关系 。 

其 它 氮 基 酸 ( 如 组 氮 酸 ,天 冬 氨 酸 等 ) 的 滴定 曲线 和 甘氨酸 基本 相同 。 不 同 的 是 ,组 氛 酸 和 天 
冬 氮 酸 都 是 含有 三 个 功能 团 的 氨基 酸 , 比 甘 氛 酸 多 一 个 可 滴定 的 基 困 。， 

多 肽 链 中 的 氨基 酸 ,由 于 功能 团 之 间 的 相互 作用 ,使 得 它 的 各 可 解 离 基 团 的 pK 值 多 少 有 些 
变化 。 从 图 2-4 组 氨 酸 及 其 二 肽 的 滴定 曲线 即 可 看 出 这 点 。 组 氨 酸 的 壹 个 可 解 离 基 团 的 pK 值 
分 别 是 PK:=1.77;pK:=6.10;pKs:=9.18。 组 氨 酸 二 肽 的 四 个 可 解 离 基 团 的 pK 值 分 别 为 ， 
pK,;=2.25;pK.=5 60;pK;=6.80;pK,=7.80, 3 

三 、 毛 基 酸 的 反应 -5 

氨基 酸 能 和 许多 试剂 作用 ,产生 特异 性 的 显 色 反应 。 在 纸 层 析 中 ;常常 用 这 些 反 应 来 识别 和 
鉴定 一 些 所 基 酸 。 下 面 所 谈 的 一 些 反应 ,有 的 在 结构 测定 和 肽 的 合成 中 常常 应 用 。 


1、 氨 基 酸 与 草 三 一 的 反应 ,在 生化 中 是 特别 重要 的 ,因为 它 能 用 来 定量 测定 氨基 酸 。 在 纸 层 


析 中 ,用 它 来 检测 氨基 酸 也 很 方便 。 如 果 把 氨基 酸 和 曹 三 酮 二 起 者 沸 , 氨 基 酸 即 被 显 色 。 除 且 氨 
其 它 氨 基 酸 都 显 深 浅 不 同 的 紫色 。 其 反应 如 下 ， 


yy? 


R | 
a "on | Lycee Hl, 

0) | + NH,—CHCOOH >| | C = 
a ae | 
+NH,+CO, : 


反应 中 产生 的 CO*, 可 用 测 压 法 测定 。 作为 等 例 , 只 要 测定 反应 生成 的 甲醛 量 ,就 可 得 知 tt 
的 量 。 反 应 生成 的 氨 , 继 续 与 萌 三 酮 反应 , 则 得 到 深 兰 紫色 的 产物 ， 

O 下 

| | | 

| IN | 

| | NCH | | | 
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2、 氨 基 酸 的 x- 气 基 很 易 与 各 种 酰 化 剂 . 如 乙酰 毛 、 苯 酰 握 . 苯 甲 氧 关 酰 氯 等 反应 。 一 级 胺 
与 乙酰 氯 的 反应 如 下 : 
CH,CO—Cl1 + NH,—R—>CH;CO—NH—R+HC1 | 
iA ILE HR BE hy EAR FA AVE EAL 2, 4-H SAC 1 PEPE 5- BRIBE A (dansyl-Cl) 
等 ,在 测定 蛋白 质 的 一 级 结构 上 很 有 用 ,将 在 第 四 章 中 讨论 。 
3、 氨 基 酸 的 氨基 可 与 各 种 芳香 醛 ( 如 革 甲 醛 ) 反 应 ,形成 希 夫 碱 式 的 缩合 产物 ， 


R R 
| | . 
C,;H;CHO + NH,—CH—COOH —>C;H;CH = N--CH—COOH + H,0 
HOA PBR 8- 氨 基 也 能 发 生 这 类 反应 。 据 认为 , 骨 胶 原 肽 链 的 交 联 ,就 是 由 于 这 类 氨基 与 脂肪 醛 
结合 的 结果 。 毛 基 酸 的 氨基 还 可 与 甲醛 反应 生成 状 甲 基 化 合 物 : 


HCHO 
Oo: 
| 
J | 
NH? NH—CH,OH N(CH,OH), 
Ly. 


由 于 氨基 酸 分 子 在 溶液 中 是 以 偶 离子 形式 存在 的 ,所 以 不 能 用 酸 碱 滴定 其 含量 。 用 甲醛 与 氨基 
结合 ,使 气 基 酸 不 再 可 能 成 为 个 离子 ,因而 可 以 用 碱 溶液 来 滴定 ,这 叫做 甲醛 滴定 法 ,可 用 于 测定 
4、 氢 基 酸 具有 典型 的 一 级 胺 反应 ,其 中 包括 亚 硝 酸 对 c- 所 基 的 作用 ， 


R R 


| 
NH,—CH—COOH + HNO,—> HO—CH—COOH + NT 4: H,O 
此 反应 可 用 来 修饰 蛋白 质 中 的 氨基 ,以 研究 这 些 基 团 在 结构 和 功能 关系 上 的 作用 ,也 可 用 于 
MEA HAAR ， 
5, SAAR AUK E44 pH PA SRS RB Tan Cu**,Co?*\Mn?*, Ca** 等 形成 BAD, 
una SERRE Cue” 形成 如 下 形式 的 络 合 物 ， 


O=C—O-*. -AN 一 CH 一 R 
jie 
R—CH— N+ “O° —C =O 
H, 

BTLRINIiX SHIRES PRA. Bilan, HEA RRND, N°-CBE Hi we PS 
CALME IY , st 2 Fl Fi ER SE PR Pt @-NHp, {ii = 4S Hh AR Ft @- NH» Fila-COOH 4Cu?* 
形成 络 合 物 ,然后 酰 化 e-NH>, Fei HS 破坏 这 个 络 合 物 ,释放 出 wc-NH5i, 这 时 就 可 以 进行 c- 
NH: 的 乙酰 化 了 。 其 合成 过 程 大 致 如 下 ; 
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H 
| 


CH,+NH,-HCl O = C—C—(CH)4:NH, 
(CH2)s ae O NH, C,H,CH,OCOCI 
H,N-CH-COOH Cu 
os 
H,N O 


Cao 
H,N-(CH2)4—C—C =O 
| H 


H 
Oo=C—C —(CH,)4,—NHCOCH,C,H; 
| 


O NH, O 
ee. 
Cu CH, = NHCOCH.C,;H; 
PAGS HS | | 
HN O OR, Ee ae 
Bard : 
C;H;CH,OCHN :(CH,),— C—C=O H,N-CH-COOH 
| H 
O 
CH, e NH tists CH,NH:Cl- 
乙酰 化 Ap ft Pd—H, | 
ee Es ee (CH) | 
CH;COHNCH -COOCH,; CH,COHN-CH-COOCH, 了 也 
6、 所 有 毛 基 酸 在 酸性 条 件 下 ,可 用 醇 来 酯 化 ; 
R R 
| | Ae . 
NH,—CH—COOH + CH,0H—> NH,—CH —C +H,O 
OCH; 


Ty SRE SALE UE ONAL BN Mt BS 988 HAE 5 PE — PI 


Ba(OH), to 
an? RCH,NH, + CO!'A * 


NH,—CH—COOH 
| 


R 
BRS EB — AR AY a SEP RD , HEE RE RM A — EK BY J I, Fo BE Je RE EE TA 
时 也 很 方便 。 其 中 颜色 反应 在 层 析 方 法 中 ,对 于 检测 个 别 氨基 酸 (无 论 是 游离 的 , 还 是 呈 肽 链 形 
式 的 ?是 很 有 价值 的 。 
Ehrlich me LE Fr A PA 2h 如 果 用 对 -二 
甲 基 氨 基 共 甲醛 ,在 酸性 介质 中 ,于 室温 处 理 色 氨 酸 , 则 几 分 钟 之 后 ， 就 可 以 看 到 明显 的 灰色 。 栈 
氮 酸 能 与 1- 亚 硝 基 -2- 葵 酚 试剂 形成 红色 络 合 物 , 这 是 鉴定 酷 氨 酸 和 含 酷 氨 酸 的 肽 的 有 效 方法 : 
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咪唑 化 合 物 ( 如 组 氨 酸 及 其 肽 ) 可 用 Pauly 反应 来 鉴定 , 即 用 对 氨基 葵 厂 酸 ,在 碱 性 硝酸 盐 溶液 中 
处 理 后 ;组 氨 酸 及 其 多 肽 呈 桔 红色 。 坂 日 反 应 (Sakaguchi) 可 用 来 分 析 游 离 精 氮 酸 及 其 多 肽 , 即 
用 1- 凌 酚 和 次 省 酸 钠 处 理 后 , 精 氨 酸 及 其 它 单 取代 县 显 深 红 色 。 检 出 半 胱 氨 酸 和 其 它 含 琉 基 的 
化 合 物 ,是 用 它 与 硝 普 盐 ( 亚 硝 酰 铁 氰 化 钠 ) 的 反应 。 半 胱 氨 酸 显 红色 :| 此 法 只 对 半 胱 所 BRAD St 
基 有 效 , 它 的 衍生 物 ,如 'S- 葵 基于 胱 扎 酸 就 不 能 起 显 色 反应 。 甘 氨 酸 可 用 邻 葵 二 醛 的 乙醇 溶液 
显 色 六 甘氨酸 显 墨 绿色 。 且 氨 酸 有 酸性 马 吹 柄 试剂 显 色 ; 且 氨 酸 显 兰 色 ， 关 于 这 些 显 色 反应 的 
细节 可 参考 文献 L7]。 

: 有 些 :- 氨 基 酸 的 特异 反应 也 可 用 来 分 析 \ 定 量 测 定 氨基 酸 。 如 ,丝氨酸 \ 苏 氨 酸 AS 赖 氨 
酸 , 在 相 邻 的 碳 原子 上 有 羟基 和 氨基 ;可 用 高 础 酸 盐 氧 化 裂解 。 对 丝氨酸 而 言 , 可 用 下 式 表 示 。 

» » »HOCH,CH(NH,)COOH + HIO,—> OHCCOOH + HCHO + NH; + HIO; 

pty 22 eR AES AN OE RE ECR RET Me) TEM. AIR 
和 秋冬 酰胺 的 酰胺 气 , 可 以 通过 分 析 酰 胺 基 水 解 后 释放 出 的 氨 来 测定 。 定 氮 的 普通 方 法 ce 
《Conway) 微 量 扩散 法 。 关 于 氨基 酸 混合 物 的 分 离 `\ 鉴 定 及 定量 测定 留待 第 四 章 介 绍 。 


第 二 节 蛋白质 的 其 它 组 分 


前 已 述 及 ,蛋白 质 分 简单 蛋白 质 和 结合 蛋白 质 两 大 类 。 简 单 蛋 白质 就 是 仅仅 由 氨基酸 组 成 
的 蛋 自 质 , 它 水 解 后 ,只 能 得 到 氨基 酸 。 而 结合 蛋白 质 是 由 氨基 酸 和 非 氨 基 酸 两 部 分 组 成 的 。 下 
面 我 们 就 略 述 一 下 结合 蛋白 质 的 非 氨 基 酸 部 分 ;也 就 是 蛋 自 质 的 其 它 组 分 。 为 什么 会 有 结合 蛋 
白质 呢 ? 人 们 发 现 ,生物 体 中 的 大 分 子 常常 需要 与 非 蛋白 质 部 分 联系 在 一 起 ,才能 发 挥 一 定 的 生 
牺 学 蕊 能 作用 。 这 种 联系 有 的 是 以 共 价 键 的 形式 ,有 的 是 以 非 共 价 键 的 形式 。 它 们 往往 是 作为 
一 个 整体 从 生物 材料 中 被 分 离 出 来 。 因 此 , 叫 它们 为 结 全 蛋白质。 结合 蛋 白质 的 非 蛋白 质 部 分 
通常 是 糖 类 、 脂 类 、 核 酸 和 各 种 辅助 因素 等 。 


酰胺 (有 时 是 谷 酰胺 ) 连 接 起 来 。 连 接 到 蛋白 质 上 的 糖 是 一 个 或 儿 个 小 的 片断 ,其 分 子 量 不 过 是 
520 一 3,500 左右 。 其 中 的 糖 可 能 是 氨基 葡 糖 . 半 乳 糖 胺 , 半 乳 糖 , 廿 露 糖 \ 岩 营 糖 和 唾液 酸 。 糖 
蛋 自 中 糖 的 含量 也 有 很 大 变化 ;有 的 是 百 分 之 儿 (如 纤维 蛋白 原 信 有 的 含 糖 50% 以 上 (如 粘液 分 
小 物 的 糖 蛋 白 部 分 ) 。 所 以 , 糖 含 量 高 的 业 蛋 白 叫 粘 蛋 白 。 它 具有 不 寻常 的 溶解 度 和 流体 动力 学 
特性 。 粘 蛋白 的 主要 功能 是 润滑 和 清洁 作用 。 但 糖 在 其 它 糖 蛋白 中 的 功能 作用 ;有 些 尚 不 清楚 。 
有 的 蛋白 质 还 与 儿 个 带 有 高 电荷 的 多 糖 (如 硫酸 软骨 内 .肝素 和 透明 质 酸 ) 结 合 在 一 起 。 它们 的 
结合 , 既 有 共 价 键 , 也 有 非 共 价 键 。 

在 几 个 重要 的 体系 中 ， 发 现 蛋 自 质 与 脂 类 结合 在 一 起 ， 我 们 叫 它 脂 蛋 白 。 其 中 处 于 细胞 膜 
中 的 脂 蛋 白 ,很 难 研究 ,因为 只 有 在 极端 变性 的 条 件 下 , 才能 分 离 出 无 脂 蛋白 质 。 高 等 动物 血液 
中 的 脂 蛋白 ,研究 得 比较 多 。 人 血液 中 的 脂 蛋 白 ， 可 分 为 三 组 :高 密度 脂 蛋白 , 低 密度 脂 蛋 白 和 
乳 糜 微 粒 (chylomicra), 这 些 大 分 子 在 人 体 各 组 织 中 的 脂 的 传递 上 有 重要 的 动能 。 脂 蛋白 的 
脂 主 要 是 通过 非 共 价 相互 作用 与 蛋白 质 相 连接 ， 而 且 脂 可 大 可 小 ,取决 于 生理 条 件 下 存在 的 脂 
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的 类 型 和 多 少 轨 。 因 此 ,这 些 脂 蛋 自 的 大 小 .分 子 量 和 密度 是 相当 不 均一 的 ， 

有 儿 类 重要 的 生物 大 分 子 , 其 蛋白 质 与 核酸 (BEA RNA, 也 有 DNA) RHE. RHIME 
为 核 蛋 乌 。 它 们 的 连接 在 本 质 上 是 非 共 价 结合 的 。 一 类 重要 的 核 重 白 是 核糖 体 。 它 是 蛋白 质 谷 
成 的 场所 ,能 控制 正在 生长 中 的 肽 链 。 这 个 含 核糖 核酸 的 大 分 子 , 含有 几 类 肽 链 ， 其 结构 和 功能 
都 已 经 详细 地 研究 过 "3。 还 有 一 类 小 的 碱 性 蛋白 (有 时 也 可 能 是 其 它 蛋 白 ) 与 己 胞 中 的 DTNA 
基因 组 结合 。 这 类 蛋白 质 在 结构 和 控制 功能 上 起 重要 作用 "2。 另 一 类 重要 的 核 蛋 自 是 病毒 。 
复杂 的 病毒 还 含有 脂 类 和 糖 类 。 现 在 认为 ,病毒 蛋白 有 几 个 功能 作用 -…”。 病毒 的 蛋白 质 部 分 通 
党 在 核酸 外 部 , 因此 能 防止 核酸 酶 的 消化 ,起 保护 作用 。 病 毒 蛋白 的 其 它 功能 , 在 某 些 病 毒 系统 ， 
中 也 是 明显 的 ,包括 宿主 阶段 的 专 一 性 和 细胞 的 通 透 性 等 功能 。 

不 少 蛋 白质 还 需要 小 分 子 量 的 辅助 因子 来 完成 其 生物 功能 。 这 些 辅助 因子 常 与 蛋白 质 紧 密 
相连 ,分 离 时 常 与 蛋白 质 一 起 被 分 离 出 来 。 它 们 的 连结 , 既 有 共 价 结合 ,也 有 非 共 价 结合 5 Glan, 
肌 红 蛋白 、 血红 蛋白 及 细胞 色素 “ 中 就 舍 有 血红 素 这 样 的 辅 基 ; 氧化 还 原 酶 类 、 转 Bi 类 等 都 
含有 各 种 不 同 的 辅酶 和 辅助 因子 。 关 于 这 类 和 蛋白质 的 例子 ,以 后 还 会 经 常 遇 到 ， 这 里 就 不 多 说 
Te 


习 题 
1. 蛋白 质 由 哪些 元 素 组 成 ? 测定 蛋白 质 的 含量 以 哪个 元 素 为 标准 ? 怎样 计算 ? 
2. RIERA MILA? 有 什么 性 质 ? 氨基 酸 为 什么 会 有 不 同 的 构 型 ? 
3. 什么 是 氨基 枉 的 pPK 值 , 什 么 是 氨基 酸 的 pI 值 ,二 者 的 区 别 在 哪里 ? 
4. 由 表 2-3 中 氨基 酸 的 PK (A, it PIER PIA: 甘氨酸 \` 丙 氨 酸 、 丝 氨 酸 ， Ji, AMAL ' 
酸 。 


5. 根据 表 2-3 中 的 氨基 酸 pK 值 ,指出 下 列 氨基 酸 ， 甘氨酸 .天 冬 氨 酸 、 赖 氨 酸 ,组 氨 酸 ， 在 下 列 情况 下 (@ 
pH1.0, @ pH2.1, @ pH6.0, @ pH10)、 总 的 电荷 情况 是 0? 一 还 是 士 ? 

6. HHAR AAR MAM FAR NAR, ZRRHIRAD, DEAR PHO TOR EN. wa 
答 下 列 问 题 : 

D 哪个 氛 基 酸 移 向 正极 ? @ 哪个 氨基 酸 移 向 负极 ? @ 哪个 氨基 酸 不 移动 ? 

7 向 完全 质子 化 的 500 ml 0.01 MARMARA, MAB oe NaOH, 才 能 得 到 pH 7 的 缓冲 溶液 ? 

8. 氨基 酸 有 亚 硝 酸 反应 ,为 什么 且 氨 酸 没 有 这 个 反应 ? 这 个 反应 在 蛋白 质 分 析 上 有 何 用 途 ? 所 基 酸 还 有 
哪些 反应 ? 

9, A— 400 ml,pH 8 的 EL- 丙 氨 酸 溶液 。 向 此 溶液 加 入 过 量 的 甲醛 。 为 使 此 溶液 的 pH 再 回 到 pH 8, 则 需 
用 250 ml0.247 NaOH 进行 反 滴 定 , 问 原来 这 液 中 含有 多 少 克 L- 丙 所 酸 ? 


参考 X mM 


1, Cohn, E. J., et al., “Proteins, Amino Acids and Peptides as Iron and Dipolar Irons” 1965 
2. Edsall, J. T., et al., “Biophysicai Chemistry” Vol. 1, 1958 

3. A. Meister, “Biochemistry of the Amino Acids”, 2nd ed. Vol. 1, 1965 

4, J. P. Greenstein, et ai., “Chemistry of the Amino Acids” Vol. 3, 1961 

5. §. Blackburn, “Amino Acid Determination”, 1968 

6. C. H. W. Hirs, ed., “Methods in Enzymology” Vol. 25, 1972 


. 18 e 


7. J. L. Bailey, “Techniques in Protein Chemistry” 2nd ed., 1967 
8. A. Gottschalk, et al., “The Proteins” 2nd ed., Vol. 4. 1966 
9. A. V. Nichols, Adv. Biol. Med. Phys., 11, 109 (1967) 

10. C. G. Kurland, Science 169, 1171 (1970) 

11. T. Jacob, et al., J. Mol. Biol. 3, 318 (1961) 

12. H. Fraenkel-Conrat, ed., “Molecular Basis of Virology” ,1968 


2 19 ¢ 


第 三 章 ”蛋白质 的 分 离 、 提 纯 与 纯度 标准 5 


生物 体内 含有 很 多 种 不 同 的 蛋白 质 ， 其 中 绝 大 多 数 蛋白 质 是 与 其 它 大 分 子 和 各 种 各 样 的 小 
分 子 一 起 处 于 混合 体系 中 。 因 此 ,要 研究 某 种 蛋白 质 的 结构 和 功能 , 头 一 项 工作 就 是 从 复杂 的 大 
分 子 体系 中 分 离 出 这 种 蛋白 质 。 分 离 结果 是 否 达到 要 求 , 这 就 要 进行 分 析 鉴 定 。 有 关 纯 度 鉴定 
的 方法 ,在 本 章 第 七 节 中 再 谈 。 蛋 白质 至 少 要 纯化 到 什么 程度 才能 符合 要 求 , 这 就 要 看 研究 工作 
是 什么 类 型 。 例 如 , 精确 的 化 学 分 析 、 确 定 蛋白 质 的 氨基 酸 组 成 和 蛋白 质 的 氨基 酸 排列 顺序 等 ， 
就 需要 很 纯 的 制剂 ;很 多 物理 参数 (如 沉降 常数 和 扩散 常数 ) 的 测定 也 需要 高 纯度 的 样品 。 但 用 
生物 学 分 析 法 来 测定 这 些 物理 参数 时 , 则 可 以 使 用 不 纯 的 混合 物 。 用 沉降 平衡 法 测定 分 子 量 分 
布 , 则 需要 高 纯度 的 化 学 均一 的 蛋白 质 制剂 。 用 X- 射 线 对 蛋白 质 进 行 立体 结构 分 析 ， 则 需要 将 
蛋白 质 纯 化 成 适当 大 小 的 单 晶 。 其 它 形式 的 物理 方法 (如 ,沉降 速度 法 ) 则 容许 使 用 蛋白 质 的 混 
合 物 , 只 要 这 混合 物 的 组 分 数目 不 是 很 多 就 行 。 

分 离 , 提 纯 蛋 白质 的 主要 依据 是 蛋白 质 的 性 质 各 异 , 尤其 是 蛋白 质 在 酸 碱 性 质 、 电 学 性 质 上 
的 差异 。 因 此 ,在 进入 蛋白 质 分 离 和 提纯 之 前 ,简单 说 明 蛋 白质 等 电 点 和 等 离子 点 的 概念 。 


第 一 节 ”蛋白 质 的 酸 碱 性 质 


在 第 二 章 中 讲 过 了 毛 基 酸 , 氛 基 酸 是 一 个 两 性 电解 质 , ARIE, AT RR EEE! S 
形 的 滴定 曲线 。 在 滴定 曲线 上 可 以 看 到 ,在 不 同 的 PH 环境 中 分 子 可 以 带 正 电 荷 ， 负电 荷 或 零 净 
电荷 。 同 样 ,蛋白 质 是 一 个 多 聚 氨基酸, 在 多 肽 链 上 有 许多 不 同 的 酸性 和 碱 性 基 团 。 因 此 , 酸 碱 
性 质 也 是 蛋白 质 的 基本 性 质 之 一 。 蛋白 质 和 氨基 酸 相 比 是 个 复杂 的 分 子 ， 同 一 分 子 上 的 可 解 离 
基 团 的 类 型 多 ,数量 也 大 。 各 种 基 团 或 是 质子 的 给 体 , 或 是 质子 的 受 体 , 这 些 基 团 在 不 同 的 PHL 
下 可 以 分 别 被 滴定 。 所 得 到 的 滴定 曲线 也 是 S 形 曲 线 。 不 过 这 个 曲线 比 氨基 酸 的 $ 形 曲线 复杂 
得 多 , 其 中 包括 了 好 多 方面 的 内 容 。 从 蛋白 质 的 滴定 曲线 上 不 仅 可 以 得 到 基 轩 的 种 类 和 数量 等 
基本 情况 ,而 且 也 可 以 通过 各 种 不 同 条 件 下 滴定 曲线 的 变化 ， 了解 蛋 白质 的 变性 , 构象 等 多 方面 
的 知识 。 这 是 研究 蛋白 质 的 一 个 有 用 的 方法 。 

一 般 来 讲 , 蛋 白质 每 3 个 到 4 个 氨基 酸 残 基 就 有 一 个 可 滴定 的 基 团 。 因 此 ,分子量 100,000 
以 下 的 蛋白 质 , 可 有 20 一 250 个 可 滴定 的 基 团 。 这 些 可 滴定 的 基 团 是 : 
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上 述 基 团 中 ,羧基 (ec\B、-COOH) 大 部 分 在 pH 3 一 5 被 滴定 ， 而 氨基 , 肌 基 等 在 pH 10 一 12 范 
围 内 被 滴定 。 各 种 基 团 的 DK 值 和 相应 的 游离 氨基 酸 比较 有 所 不 同 , 这 主要 是 由 于 相 邻 的 各 基 
团 之 间 的 相互 作用 和 蛋白 质 分 子 构象 所 造成 的 内 部 环境 影响 的 结果 。 

上 一 章 已 经 谈 过 ,氨基 酸 在 等 电 pH 值 时 , 净 电 荷 为 零 。 同 样 蛋白 质 分 子 上 的 正 负电 荷 相等 
时 ( 净 电 荷 为 零 时 ) 也 称 为 蛋白 质 的 等 电 点 。 在 滴定 曲线 上 可 以 清楚 地 看 到 , 随 着 pH 值 的 变化 ， 
基 团 的 解 离 情况 也 发 生变 化 ,在 某 一 pH IA, 净 电 荷 为 零 。 处 于 等 电 pH 的 蛋白 质 , 在 外 加 电 
场 下 不 发 生 移动 。 因 此 ,在 不 同 的 pH 值 作 电 泳 可 以 决定 蛋白 质 的 等 电 点 。 然而 , 处 于 等 电 pH 
的 蛋白 质 , 其 分 子 上 的 正 负电 荷 并 不 是 完全 由 蛋白 质 本 身 正 电 基 团 和 负电 基 团 所 贡献 ,蛋白 质 不 
Raw 结合 , 而 且 也 和 溶液 中 的 其 他 离子 结合 , 尤其 是 和 缓冲 液 中 的 阴离子 结合 。 这 样 , 由 于 
结合 缓冲 液 中 的 阴离子 多 于 阳离子 ,就 增加 了 蛋白 质 的 负电 荷 , 直 接 影 响 了 等 电 pH 值 。 结 合 的 
阴离子 愈 多 ,等 电 pH 愈 向 低 值 移动 。 因此, 等 电 点 并 不 是 一 个 恒定 值 , 它 依赖 于 所 用 的 缓冲 液 
及 其 浓度 。 

除了 常用 的 等 电 点 外 , 在 滴定 曲线 上 还 用 到 等 离子 点 或 等 离子 pH 值 。 等 离子 PH 是 除 盐 
的 纯 蛋 白质 水 溶液 的 PH. Gk, 蛋白 质 的 带电 状态 完全 由 了 + 的 解 离 和 结合 来 决定 的 ， 排 除了 
其 他 离子 对 蛋白 质 带 电 状态 的 干扰 。 因 此 ， 等 离子 点 是 特殊 的 等 电 点 。 蛋白 质 溶液 通过 离子 交 
换 混 合 床 之 后 ， 或 长 时 间 的 以 无 离子 水 透析 都 可 以 得 到 等 离子 蛋白 溶液 。 测定 此 溶液 的 PH A 
称 为 等 离子 pH 值 。 但 在 无 中 性 盐 存 在 时 ,许多 蛋白 质 是 不 溶 的 , 所 以 ， 直接 测定 等 离子 点 比较 
困难 , 往往 采取 间接 测定 法 , 即 测定 不 同 盐 浓度 下 的 等 电 点 , 然后 外 推 至 零 浓度 ， 得 等 离子 pH 
值 。 
实际 上 ,处 于 等 离子 pH 值 的 蛋白 质 , 也 并 非 都 是 净 电 荷 为 零 的 。 一 般 来 讲 ,等 离子 pH 值 都 
落 在 pH 3~9 范围 内 ,其 中 只 有 pH=7 时 ,等 离子 蛋白 的 净 电 荷 才 真 正 是 零 。 在 pH=7 的 两 边 
都 多 少 带 有 净 电 荷 。 其 净 电 荷 可 从 下 式 计算 ， 

Z=(Kw’/Cu*—Cu*)/C, 

其 中 Ky! 是 水 的 离子 积 , 在 25°CH 10, Cy* 是 氢 离 子 的 克 分 子 浓度 。 C, 是 蛋白 质 的 克 分 子 
浓 关 。 从 公式 可 知 , 在 等 离子 点 蛋白 质 所 带 的 电荷 罗 与 Ca+(pH)、 蛋 白质 浓 庆 有 关 。 一 般 来 讲 ， 
等 离子 pH 在 5~9 之 间 ， 而 且 蛋 白质 浓度 在 10 克 分 子 时 , 7 值 往往 是 很 小 的 ,接近 于 零 。 因 
此 ,一般 认为 等 离子 点 时 净 电荷 为 零 。 比如 : B- 乳 球 蛋白 ,在 25"C 等 离子 pH 为 5.39， 蛋白 质 
浓度 2.8 x 104 M , 按 公式 计算 ,， Z=0.015, 这 么 小 的 数值 可 以 忽略 不 计 。 
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一 般 说 来 ;等 离子 点 和 等 电 点 虽然 不 同 ,但 数值 差别 不 大 。 比 如 : 一 氧化 碳 血 红 蛋 自 的 等 离 
子 pH 为 7.6, 而 在 磷酸 缓冲 液 中 的 等 电 pH (AE 6.70~7.16 之 间 变 化 。 (AAT RIAA 
两 者 差别 较 大 。 比 如 : 烯 醇化 酶 ,此 酶 的 碱 性 基 团 多 于 酸性 基 团 , 其 等 离 立 点 在 碱 性 范围 ,而 等 
电 点 为 pH 5.1。 可 见 , 烯 醇化 酶 在 溶液 中 结合 阴离子 较 多 ,使 等 电 点 向 低 'pH 方向 转移 。 


第 二 节 蛋白质 提纯 的 一 般 方法 


蛋白 质 的 种 类 很 多 ,性 质 上 的 差异 也 很 大 ,又 处 于 不 同 的 体系 中 ,因此 ,不 可 能 有 一 个 固定 的 
程序 适用 于 各 类 蛋白 质 的 分 离 工作 。 但 多 数 分 离 工作 中 的 关键 部 分 、 基 本 手段 还 是 共同 的 。 分 
离 蛋白 质 的 基本 原料 不 外 乎 是 细胞 内 含 物 和 外 分 泌 物 。 如 果 要 分 离 的 蛋白 质 是 一 种 有 活性 的 蛋 
白质 -一 酶 的 话 ,在 分 离 前 要 进行 生物 学 试验 ,也 就 是 以 测定 酶 活力 为 起 点 。 首 先 要 测定 原始 粗 
材料 总 的 酶 活力 ,而 且 要 在 分 离 的 每 一 步 测定 所 得 制剂 的 比 活力 。 一 般 来 说 , 分 离 、 提纯 的 目的 
是 ,增加 提纯 步 又 中 每 一 步 的 比 活力 ,尽量 减少 总 活力 的 损失 。 

分 离 的 第 一 步 是 细胞 的 破碎 (原料 是 细胞 外 分 泌 物 时 , 无 须 此 步 )， 从 细胞 内 释放 出 内 含 电 ， 
然后 对 内 含 物 (或 组 织 义 浆液) 进行 适当 稀释 ,以 便于 活力 测定 和 下 一 步 的 提纯 。 

提纯 的 第 二 步 ,常常 是 用 离心 法 将 细胞 的 亚 细 胞 颗粒 (如 核 、 线 粒 体 、 微 粒 体 或 核 烽 体 等 ) 与 
溶液 分 开 。 如 果 已 经 得 到 了 具有 某 种 活力 的 酶 溶液 可 能 是 原始 抽 提 小 或 经 离心 沉降 后 的 上 清 
ie), 我 们 就 可 以 采用 几 种 溶解 度 分 级 法 、 进 行 粗 分 级 。 常 用 的 是 硫 铵 法 和 等 电 点 沉淀 法 。 其 优 
点 是 ,简单 ,而 且 适 用 于 大 量 制备 , 既 能 除去 大 量 杂质 , 又 有 利于 蛋白 质 溶液 的 浓缩， 使 后 来 的 扣 
作 更 方便 些 。 

样品 经 粗 分 级 后 ,下 一 步 就 是 细 分 级 ,也 就 是 样品 的 进一步 纯化 。 po 
如 离子 交换 层 析 (DEAE- 纤 维 素 .CM- 纤 维 素 )` 分 子 筛 层 析 (Sephadex、Bio-gel)、 还 有 吸附 层 析 
(PEBRA) ,都 是 常用 的 方法 。 有 时 也 用 抗原 抗体 法 , 亲 和 层 析 法 。 车 是 小 规模 制备 , WB 
之 后 ,接着 ,可 以 使 用 制备 区 带电 泳 、 等 电 聚焦 等 方法 进一步 纯化 ( 见 第 四 节 )。 如 有 可 能 ,还 可 以 
进行 蛋白 质 的 结晶 ,以 便 得 到 高 纯度 的 天 然 蛋白 质 样品 。 上 述 过 程 可 用 图 3-1 表示 如 下 ; 

在 蛋白 质 纯化 过 程 中 ,有 几 个 问题 必须 时 刻 注意 到 。 首 先 ， 提 纯 过 程 中 始终 要 控制 pH A, 
尽量 避免 由 于 过 酸 或 过 碱 而 引起 蛋白 质 可 解 离 基 团 发 生变 化 ， 从 而 导致 蛋白 质 构象 的 不 可 逆 变 
化 。 缓 冲 液 要 有 合适 的 pK 值 ,又 要 对 蛋白 质 无 害 。 提 纯 植 物 和 菌 类 中 的 蛋白 质 ,需要 较 大 的 组 
冲 容量 ;因此 ,要 注意 缓冲 液 的 浓度 。 还 要 注意 溶液 环境 是 否 合适 ， 会 不 会 产生 副 反 应 等 。 含 薪 
基 的 蛋白 质 (其 中 的 斑 基 未 结合 成 二 硫 键 时 ) 特 别 容易 被 氧化 ,因此 ,要 维持 一 个 还 原 环境 。 可 以 
加 入 含有 一 基 的 还 原 剂 ,而 且 要 使 整个 体系 保持 无 氧 状态 。 但 在 有 些 情况 下 ,加 入 的 琉 基 化 合 牺 
可 能 会 抑制 蛋白 质 的 活力 。 

提纯 过 程 中 ,通常 要 保持 低温 ,因为 细胞 内 有 蛋白 水 解 酶 存在 ;这 种 酶 在 组 织 匀 化 以 后 是 活 
化 的 ;能 降解 要 分 离 的 蛋白 质 。 因 此 ,必须 保持 低温 、 降 低 降解 酶 的 作用 。 但 要 注意 ,有 时 低温 能 
使 某 些 酶 的 四 级 结构 遭 到 破坏 。 通常 蛋白 质 在 0"C 最 稳定 ,但 丙酮 酸 羧 化 酶 对 冷 敏感 ， 25"C 时 稳 
定 。 有 些 酶 需 一 20"c 或 一 70"C 稳 定 活力 。 

蛋白 质 纯化 过 程 中 一 个 最 大 的 问题 是 ,在 整个 纯化 过 程 中 ,蛋白 质 或 多 或 少 地 总 是 要 经 受 与 
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图 3-1 蛋白质 分 离 提纯 的 一 般 程序 


生理 状态 极 不 相同 的 溶液 环境 的 有 害 影 响 。 这 一 点 对 其 功能 在 活 细胞 内 受 高 度 控制 的 蛋白 质 来 
说 ;是 非常 值得 注意 的 .相反 ,有 些 蛋 白质 ,如 分 泌 蛋 白质 , 却 能 忍受 较 大 的 环境 变化 ,而 不 改变 其 
结构 和 功能 。 为 了 减少 很 多 蛋白 质 在 稀 的 水 溶液 中 的 自发 变性 ， 可 以 向 蛋白 质 溶液 中 加 入 小 分 
子 量 物质 (如 蔗糖 和 甘油 等 ) 或 加 入 其 它 已 经 纯化 的 蛋白 质 :如 牛 血清 白 蛋 白 、 明 胶 等 ) ,这 样 ， 就 
使 溶液 中 蛋白 质 的 总 浓度 维持 在 较 高 的 水 平 上 。 这 是 仿造 细胞 内 环境 的 一 个 方法 ， 可 以 减少 水 
的 有 害 作 用 。 有 时 其 至 加 入 二 甲 基 亚 砚 、 二 甲 基 甲 酰胺 ,加 入 的 浓度 需要 试 验 , 一 般 在 1 一 10% 
(F/ 广 )。 少 数 蛋 白质 须 在 高 离子 强度 的 极 性 介质 中 保持 活性 ,可 加 入 KCL\NaClNH4)5SO4 等 
来 维持 极 性 环境 。 

此 外 ,还 有 一 些 常 用 的 有 效 办 法 可 以 减少 蛋白 质变 性 ,如 有 些 二 价 离子 (Mg 一 Ca?” 等 ) 的 存 
在 有 助 于 蛋白 质 或 蛋白 络 合 物 的 稳定 性 ;提纯 酶 时 ,可 以 加 入 专 一 性 的 底 物 ， 有 时 候 需 要 使 用 络 
合剂 (如 乙 二 胺 四 乙酸 盐 ) 来 除去 不 需要 的 离子 ， 特 齐 是 那些 由 水 源 带 来 的 有 害 金属 离子 。 这 些 
方法 可 视 不 同情 况 加 以 采用 ， 

要 注意 的 另 一 个 因素 是 ,在 提纯 过 程 中 ,即使 很 小 心 , 绰 白质 也 会 经 受 结构 上 的 变化 。 因 此 ， 
提纯 后 的 蛋白 质 ,即使 其 活力 基本 上 得 以 保留 , 它 的 构象 也 可 能 不 同 于 天 然 构象 或 完整 功能 的 构 
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象 。 在 这 种 情况 下 ,于 生物 体外 测 得 的 蛋白 质 的 性 质 ,未 必 能 准确 地 反映 这 些 大 分 子 在 活体 内 的 _ 
ee) Ue 

含 多 个 亚 单位 的 蛋白 质 的 解 离 是 一 种 特殊 类 型 的 变性 。 提 纯 蛋 白质 时 ， 当 所 测 得 的 活力 是 
仅 由 一 种 亚 单位 表现 出 来 的 时 候 , 那 么 ,其 它 的 亚 单位 可 能 会 因为 注意 不 到 而 丢失 。 有 的 蛋白 质 
在 体内 具有 多 功能 形式 ， 有 的 特殊 的 竺 牺 活 性 是 由 二 全 以 上 不 同和 遗传 基 因 决 定 的 蛋白 质 一 起 显 
示 的 。 因 此 ,由 一 个 已 经 纯化 的 蛋白 质 的 性 质 去 推断 它 在 体内 的 完整 的 功能 时 ,要 特别 小 心 。 在 
这 方面 ,于 提纯 期 间 , 分 析 总 的 活力 是 有 助 益 的 。 在 提纯 的 早期 阶段 ,由 于 干扰 物质 的 除去 ;总 活 
力 可 能 会 有 所 提高 。 妇 果 舍 最 高 总 活力 作 基 准 ， 在 提纯 工作 结束 时 ， 希 望 能 回收 最 高 总 活力 的 
50% 。 实 际 所 能 达到 的 收 率 往往 只 是 5 一 20%。 在 有 些 情 况 下 ， 特别 是 在 有 大 量 原料 可 供 利用 
的 情况 下 ,我们 可 以 专心 致力 于 获得 高 比 活 的 样品 ;而 不 必 顾 虑 收 率 。 

上 述 讨论 可 作为 提纯 蛋白 质 的 基本 准则 。 下 边 我 们 将 对 蛋白 质 提纯 过 程 中 所 用 的 最 重要 的 
方法 作 一 简要 评论 ,在 所 引用 的 文献 中 ,已 有 比较 详细 的 实验 步 又 。 


三 节 ， 材 料 的 选择 与 处 理 


一 、 材 料 的 选择 23 

分 离 精 质 蛋白 质 的 第 二 个 重要 事情 是 选择 适当 的 原料 。 蛋 白质 的 来 源 无 非 是 动物 、 植 物 和 
微生物 。 选 择 原料 的 原则 是 ,原料 所 含有 的 要 分 离 蛋 白质 的 含量 要 高 ,而 且 原 料 还 要 容易 得 到 。 
当然 ,由 于 研究 目的 不 同 , 有 时 原料 的 量 会 受到 限制 ,有 时 只 能 以 特定 的 物质 作为 原料 应当 注意 
的 是 ,蛋白 质 含量 在 种 属 间 有 意 想不到 的 差别 ,例如 ， 人 和 牛 的 同一 种 物质 的 含量 常常 相差 十 倍 
之 多 。 因 此 , 选 定 材料 时 , 先 要 对 含量 做 一 广泛 调查 。 另 外 , 蛋 自 质 含量 在 不 同 的 个 体 中 , 也 有 明 
显 的 不 同 。 由 于 性 别 、 年 龄 、 季 节 、 人 饲养 条 件 及 培养 条 件 的 不 同 ， 也 会 有 量 和 质 发 生变 化 的 情 
况 。 因 此 ,要 得 到 重复 性 好 的 结果 ,还 要 注意 对 材料 的 管理 。 

; 研究 哺乳 动物 的 蛋白 质 时 ; 履 场 上 和 牛 . 羊 、 猪 和 马 的 组 织 、 器 官 ;实验 动物 ,从 的 面 ， RAMP 
解剖 材料 是 最 普通 的 来 源 。 选 择 动物 材料 时 要 注意 ,动物 除了 有 共同 的 蛋白 质 和 酶 外 ,还 有 每 不 
物种 所 固有 的 生物 化 学 特征 。 现 在 已 经 知道 ,具有 完全 相同 基 能 的 蛋白 质 , 由 于 物种 不 同 王 鞭毛 
基 酸 排列 顺序 可 能 不 同 。 因 此 ,选择 动物 时 ,非常 重要 的 是 ;不 仅 要 知道 是 否 容易 得 到 ,而 旺 要 认 
识 这 些 动 物 本 身 所 具有 的 生理 特征 。 还 要 注意 ,要 尽 可 能 地 在 接近 正常 状态 下 取出 组 织 和 器 官 
死 后 的 变化 要 限制 在 最 小 限度 内 。 所 以 ,取出 的 组 织 和 器 官 ,要 迅速 处 理 ,充分 脱 血 后 ,立即 盖 明 
或 在 冷库 里 冻结 保存 (一 10 一 50?”C) 。 Fe a 

植物 材料 常 局 限于 研究 时、 果实 和 橡 浆 的 蛋白 质 。 用 植物 为 原料 提取 和 蛋白质 时 当 以 其 许 本 
物 有 机 体 作为 实验 材料 时 ;基本 上 没有 什么 不 同 ， 只 是 在 一 般 的 植物 细胞 里 # @ Bakes 
维 素 ;很 强 韧 ; @ 细胞膜 破坏 后 ,在 提纯 阶段 ， 酚 系 物质 氧化 后 变 成 频 棕 色 ， SERRE 
起 ;很 难 除去 ?@@ 细胞 里 有 较 大 的 液 泡 ,里 面 含有 许多 不 需要 的 代谢 产物 ,细胞 破碎 后 ;这 些 东 丁 
就 要 改变 提取 所 用 的 缓冲 液 的 pH 值 ;@ 由 于 植物 品种 和 生长 发 育 状况 不 同 ,， 鞭 中 所 从 蛋 站 质 
的 量变 化 相当 大 ;@@ 植物 材料 和 季节 有 关 , 要 时 时 注意 这 方面 的 问题 。 另 外 ,植物 的 种 邓 近 胚 和 
花粉 等 在 机 能 形态 上 也 有 不 同 , 各 器 官 ,组 织 所 含 的 蛋 和 白质 成 分 也 不 大 相同 。 


”2 ， 


微生物 材料 ,无 论 是 野生 型 菌株 还 是 变异 菌株 , 均 被 广泛 使 用 。 因 为 微生物 的 生长 易 受 培养 
条 件 的 变化 所 影响 ,因此 以 微生物 为 原料 提取 酶 和 蛋白 质 时 ,可 以 充分 利用 这 一 特性 。 选 择 适 当 
的 条 件 , 常 可 得 到 含有 数 百 倍 到 数 千 倍 特定 蛋白 质 的 菌 体 。 

二 、 细 胞 破碎 的 方法 

大 多 数 蛋 白质 存在 于 细胞 内 ,结合 于 细胞 器 上 ， 所 以 必须 先 将 细胞 破碎 。 要 根据 不 同情 况 ， 
采用 不 同 的 破碎 方法 。 对 动物 组 织 可 采用 磨 碎 法 ,丙酮 干粉 法 和 超声 波 处 理 法 等 5!52。 对 植物 组 
织 可 用 石英 砂 和 适当 的 提取 滚 混合 磨 碎 , 即 能 达到 目的 。 

微生物 细胞 的 破碎 是 个 具有 典型 意义 的 问题 。 微 生物 细胞 壁 , 据 目前 所 知 , 它 是 由 巨大 的 口 
袋 形 的 高 分 子 物 质 所 构成 ,非常 强 韧 。 因 此 ,要 使 细胞 破坏 ， 就 必须 使 细胞 壁 结构 中 的 共 价 键 破 
裂 。 根 据 机 理 的 不 同 , 可 将 破碎 的 方法 大 致 分 为 三 大 类 ,每 一 类 还 有 一 些 作 用 近似 的 方法 〈 见 表 
3-1)5133。 

表 3-1 微生物 细胞 的 碎 裂 方法 


.了 碱 或 去 拓 剂 破碎 法 


1 

| 2. 有 机 溶剂 提取 法 
下: 化 学， 车 3， 酶 解法 
4 


。 冰冻 复 融 法 


5. 热处理 碎 裂 法 
6. 渗透 压 碎 裂 法 
工 , 物 理 法 7. 减 压 法 (排除 压力 法 ) 
8. da asFe tis 
9. 声波 震荡 法 
ES 10， 与 磨料 颗粒 一 起 搅动 的 方法 
I.t Rm 法 11. 研磨 法 
12、 压 挤 法 


化 学 碎 裂 法 ,冰冻 复 融 法 和 酶 解法 的 使 用 有 较 大 的 局 限 性 ,主要 用 来 制备 低 分 子 化 合 物 或 稳 
定 的 高 分 子 化 合 物 。 渗 透 压 碎 裂 法 \ 减 压 法 和 晶 态 转化 法 的 破碎 效率 ， 一 般 说 来 ,是 不 高 的 。 所 
以 ， 只 有 一 些 机 械 的 方法 比较 常用 。 特 别 是 当 我 们 需要 细胞 材料 中 的 酶 来 催化 某 些 生 化 反应 的 
时 候 , 就 常常 要 借助 机 械 的 方法 。 

各 种 不 同 的 细胞 材料 对 声波 震荡 法 和 压 挤 法 的 敏感 程度 大 致 平行 。 处 于 迅速 生长 期 间 的 细 
胞 比 静止 期 的 细胞 更 容易 为 物理 的 和 机 械 的 方法 碎 烈 。 声 波 震 荡 法 对 细胞 壁 的 “ 溶 蚀 ? 作 用 特别 
强 ， 这 就 会 给 后 来 的 分 离 造成 困难 。 用 压 挤 法 制备 的 细胞 壁 部 分 常 比 以 搅动 法 制 得 的 胞 壁 制品 
含有 较 多 的 胞 膜 梅 。 如 果 要 在 机 械 的 方法 当中 进行 选择 的 话 ， 可 以 说 ， 搅 动 法 宜 于 用 来 制备 细 
胞 壁 , 而 压 扩 法则 宜 于 用 来 制备 酶 制剂 。 就 一 般 的 破碎 目的 来 说 ,理想 的 方法 应 以 恰好 将 细胞 辟 
打开 为 度 。 为 此 目的 ,破碎 力量 有 时 需要 作用 于 整个 细胞 ,有 时 则 需要 在 某 一 时 刻 集中 地 作用 于 
某 一 个 位 置 上 。 

应 当 注意 的 是 ,细胞 破碎 这 一 步 有 可 能 影响 蛋白 质 的 物理 性 质 ,尤其 是 影响 蛋白 质 的 聚合 状 
态 。 


细胞 破碎 的 程度 可 用 显微镜 直接 观察 。 主 要 是 看 细胞 破碎 的 数目 ， 而 不 是 看 释放 出 的 蛋白 
质 或 酶 的 量 。 也 可 用 分 度 管 (graduated tube) 检 查 c6。 将 破碎 细胞 的 悬浮 液 装 于 分 度 BH BE 
3 分 钟 ,未 碎 的 整 细 胞 首先 沉降 ,在 它 上 面 是 细胞 碎片 ,再 上 面 是 细胞 质 组 分 每 一 晨 的 相对 光量 
即 表 示 细 胞 的 破碎 程度 。 

现 以 棕色 固氮 菌 为 例 , 说 明 应 用 于 细胞 破碎 的 方法 。 在 研究 固氮 酶 结构 与 功能 的 实验 中 ,党 
以 棕色 固氮 菌 为 原料 来 提取 固氮 酶 。 因 氨 酶 属 胞 膜 酶 ,因此 ,用 压 挤 法 破碎 细胞 最 为 有 利 节 通常 
用 French 压榨 机 进行 破碎 。 其 原理 是 让 细胞 在 高 压 下 通过 一 小 孔 , 从 而 将 细胞 挤 碎 EW 
压力 可 达 16,000 磅 /英寸 ?。 因 为 这 种 方法 使 用 的 压力 比较 大 ,机 器 要 求 的 技术 条 件 比 较 涡 ， 
此 ， 我国 目前 尚 少 使 用 。 现 在 我 们 常用 的 方法 是 超声 波 破碎 法 ， 即 将 细胞 悬浮 在 适当 的 缓冲 液 
中 ,然后 用 超声 波 发 生 器 ,以 18 千 赫 的 频率 .0.4 千瓦 的 功率 超声 破碎 ，-… 般 也 能 得 到 满意 的 结 
果 。 还 有 用 细胞 自 溶 法 ,即将 细胞 干燥 ,然后 以 一 定 比例 放 于 适当 的 缓冲 液 中 ,于 30°C, BH 1 rh 
时 ,最 终 所 得 的 无 细胞 抽 提 液 的 蛋白 质 浓度 可 达 25 一 30 毫克 /毫升 。 

、 抽 提 

生物 材料 中 的 蛋白 质 有 些 以 可 溶性 的 形式 存在 于 体液 (如 血 兹 、 消 化 液 等 ) 中 ， 可 以 不 必 经 
过 提取 ,直接 进行 分 离 。 蛋 白质 中 的 角 蛋 白 , 胶 原 、 丝 蛋白 等 不 溶性 的 蛋白 质 类 ,只 需要 用 适当 的 
溶剂 洗 去 可 溶性 的 伴随 物 ,如 脂 类 、 糖 类 以 及 其 它 可 溶性 的 蛋白 质 类 ,最 后 剩 下 的 就 是 不 溶性 的 
蛋白 质 类 。 这 里 要 说 的 是 一 般 的 蛋白 质 和 球 蛋 白 的 抽 提 。 这 些 蛋 白质 一 般 含 在 细胞 内 。 要 提取 
它们 , 先 要 将 细胞 壁 打 碎 、 然 后 再 用 适当 溶剂 (如 水 、. 稀 盐 溶液 .缓冲 液 等 ) 将 蛋白 质 溶解 出 来 ， 再 
用 离心 法 除去 不 溶 物 , 便 得 到 粗 抽 提 液 。 水 适用 于 白 蛋 白 类 蛋白 质 的 抽 提 。 如 果 抽 提 物 的 pH 用 
适当 的 缓冲 液 控 制 的 话 , 其 稳定 性 和 溶解 度 都 能 增加 。 球 蛋白 类 和 蛋白质 能 溶 于 稀 盐 溶 -该 中 7-0:1 
NNaCI 是 典型 的 稀 盐 溶液 。 脂 蛋白 用 稀 的 去 垢 剂 溶液 (如 十 二 烷 基 硫酸 钠 ) 白地 黄 皂 起 (digito- 
nin) 或 胆 盐 溶液 ,或 有 机 溶剂 来 抽 提 。 其 它 不 溶 于 水 的 蛋白 质 通常 用 稀 碱 溶液 抽 提 ,但 这 样 处 理 
可 能 会 部 分 改变 蛋白 质 的 结构 。 提 取 植 物 材料 中 的 蛋白 质 时 ,要 特别 注意 提取 液 的 pH (A, 因为 
前 已 述 及 ,植物 细胞 里 有 比较 巨大 的 液 泡 ,在 细胞 破碎 以 后 , 液 泡 里 的 物 质 能 改变 狂 取 所 用 的 组 
冲 液 的 pH 值 。 因 此 ， 操 作 中 可 加 入 适量 的 碱 。 也 有 用 稀 碱 一 次 提取 的 ;为 了 防止 酚 系 斩 质 引 
起 的 着 色 ，, 提取 时 可 加 入 5 mM 的 抗坏血酸 等 。 另 一 有 效 的 办 法 是 ; aspesip = 
后 ,再 用 适当 的 缓冲 液 抽 提 。 

抽 提 的 原则 是 “少量 多 次 ”, 即 对 于 等 量 的 用 于 抽 提 的 溶液 ,分 多 次 抽 提 ， isk ar. 
AA KARAT A, 


co he 

X,=X TTT pisad 
其 中 , 玩 = Pea BA ATA, L = eA SHA , K=REORARAE 

相 和 液 相 中 的 分 配 系数 ;Xuo= 原 先 结合 在 固 相 中 的 所 要 提 取 的 溶质 的 重量 ; X, 三 抽 提 去 次 以 

后 仍 保 留 在 固 相 中 的 溶质 。 对 于 10 公斤 或 大 约 10 升 国体 ,用 20 升 缓冲 液 ,分 二 次 抽 提 ， 如 果 

K=0.1, W484, 
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X =) (0.1)(10) 
| bm (0.1)(10) +10 
如 果 抽 提 一 次 * 即 n=1,L=20 Ft, RA , 
a1 =| (0.1)(10) 
Xo (0.1)(10) +20 
这 个 计算 充分 地 说 明 , 若 用 同样 量 的 溶剂 抽 提 , 则 分 批 进行 抽 提 , 比 一 次 抽 提 的 效果 更 佳 。 
细胞 组 织 状态 被 破坏 以 后 ,总 是 要 把 蛋 自 水 解 梅 释 放 到 溶液 中 ,使 蛋白 质 降解 ， 从 而 导致 天 
然 蛋 自 质量 的 减少 . :加 太 工 异 两 基 氟 磷酸 (DFP) 可 以 抑制 或 减 慢 自 溶 作 用 ;加 入 础 乙酸 可 以 
抑制 那些 其 活性 中 心 需要 有 和 莹 基 的 蛋白 水 解 酶 的 活性 。 因 为 这 些 物 质 可 与 水 解 酶 类 活性 部 位 发 
生 不 可 逆 相 互 作用 ,从 而 抑制 了 有 蛋白 水 解 酶 的 作用 。 加 入 葵 甲 基 硕 酰 氛 化 物 (PMSF) th aeiA be 
蛋 自 水 解 酶 的 活力 ,但 不 是 全 部 ,而且 使 用 时 要 注意 ,因为 会 有 副 反 应 。 还 可 以 通过 这 半 pH、 温 
度 或 有 机 溶剂 ,使 这 些 条 件 适 合 于 想 要 提取 的 那个 蛋白 质 的 抽 提 ， 而 不 利于 蛋白 水 解 酶 ,从 而 减 
少 细胞 自 溶 作用 。 


| =0.0084 


1 
| =0.0476 


第 四 节 蛋白质 的 初步 提纯 


一 、 蛋 白质 性 质 上 差异 的 利用 … 2 

蛋白 质 提 取 液 中 , 除 包 含 所 需要 的 蛋白 质 ( 或 酶 ) 外 ,还 含有 其 它 的 蛋白 质 ` 多 糖 , 脂 类 和 核酸 
等 杂质 a 要 作 进 一 步 提纯 ,可 先 除 去 一 些 杂 质 。 这 就 要 根据 具体 情况 ,利用 蛋白 质 性 质 上 的 差异 
来 进行 8 目前 常用 的 方法 有 : 

1. 核酸 沉 证 剂 法 

从 微生物 中 提取 蛋白 质 时 ,其 中 常 含有 较 多 的 核酸 。 因 为 核酸 与 蛋 白质 结合 成 一 个 大 的 聚 
合 物 ,因而 就 不 能 根据 蛋白 质 的 性 质 来 分 离 它 们 。 所 以 ,必须 先 除 掉 核 酸 。 . 除 核 酸 可 用 核酸 沉 演 
剂 , 如 氧化 锰 … 硫酸 鱼 精 蛋 白 …、 或 链 址 素 ” ”等 ,必要 时 也 可 用 核糖 核酸 酶 除去 核酸 。 也 有 人 
用 脱氧 核糖 核酸 酶 与 抽 提 液 一 起 培养 30 一 60 分 钟 (4"C) ;这 样 就 能 把 DNA 降解 成 足 够 小 的 碎 
上 ,因此 不 能 影响 以 后 的 提纯 。 

2. BARD bE He 
1 利用 酷 酸 铅 , 利 凡 诺 (7- 乙 氧 基 -2,5- 二 氧 基 叫 啶 )、 丹 全 酸 、 离 子 型 表面 活性 剂 等 蛋白 质 沉 演 

剂 ,也 可 以 除去 一 些 杂 和 蛋白 。 这 些 试剂 还 可 以 除去 一 些 粘 多 糖 类 的 物 质 。 例如 , 在 制备 大 豆 的 
有 -淀粉 酶 时 ,加 入 25% 的 栈 酸 铅 , 可 以 除去 大 量 的 杂 和 蛋白 。 因 这 类 蛋白质 沉淀 剂 也 常常 使 所 需 
要 的 了 酶 (或 重 自 质 ) 缓 慢 变性 而 失 话 ,所 以 在 用 这 类 试剂 后 , 应 当 迅 速 进行 盐 析 , 使 样品 与 这 类 试 
放 脱 离 接触 。 

3. Va pH 值 或 加 热 沉淀 法 

利用 重 昌 质 酸 碱 变性 性 质 的 差异 也 可 以 除去 杂 和 蛋白 。 例 如 , 将 根 替 粗 酶 在 PH 2.6,4"C 条 件 
下 ,保存 10 天 , 则 其 中 < -淀粉 酶 的 活力 全 部 丧失 ， 而 所 要 制备 的 糖化 淀 粉 酶 的 活力 仍 可 保存 
8576 ;利用 蛋白 质 热 变性 的 温度 系数 的 差异 ,可 以 在 一 定 的 PH 下 , 将 蛋白 提取 液 加 热 到 一 定 的 
温度 ,使 杂 重 白质 变性 沉淀 。 例 如 ,将 黑 曲霉 的 粗 酶 液 的 pH 调节 到 3.4, 在 40"C 保 持 150 分 钟 ， 
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则 其 中 的 淀粉 酶 活力 丧失 90% ,而 所 要 制备 的 脂肪 酶 的 活力 仍 保持 在 80% 以 上 ,脂肪 酶 的 比 医 
力 提 高 三 倍 。 因 为 酶 和 底 物 或 竞争 性 抑制 剂 结合 后 ,稳定 性 显著 增加 ,因此 ,利用 这 一 性 质 ,可 向 
抽 提 液 中 加 入 所 要 酶 的 底 物 ,然后 用 比较 激烈 的 方法 (如 加 热 等 ) 处 理 , 可 以 除去 抽 提 液 中 的 大 量 
REA. Bild, D - 毛 基 酸 氧化 酶 , 当 加 入 竞争 性 抑制 剂 ( 邻 - 甲 基 葵 甲酸 ) 时 ,其 稳定 性 大 大 增加 ， 
可 用 加 热 法 除去 杂 蛋 白 , 得 到 很 好 的 提纯 效果 。 

4. 选择 性 变性 法 

利用 各 种 蛋白 质 稳定 性 的 不 同 , 可 以 用 选择 性 变性 法 来 除去 杂 和 蛋白 。 例 如 ， BEREAN 细 
胞 色素 ec 等 少数 特别 稳定 的 酶 ,甚至 可 以 用 2.5% 三 毛 酷 酸 处 理 , 这 时 其 它 杂 蛋白 都 变性 而 沉 
淀 ,而 胰 蛋 白 酶 和 细胞 色素 c, 则 仍 留 在 溶液 中 。 

5. 蛋白 质 表 面 变性 法 

利用 蛋白 质 表 面 变性 性 质 的 差异 ,也 可 以 除去 杂 和 蛋白。 例如 ， Re MAA 
仿 和 乙醇 进行 振荡 ,可 以 除去 杂 和 蛋白 ”…”"。 

二 、 沉 淀 技术 

如 果 除 杂质 进行 到 一 定 程度 时 ,就 可 进行 蛋白 质 的 粗 分 级 。 而 某 些 材料 不 需 除 杂质 ,直接 就 
可 进行 蛋白 质 的 粗 分 级 。 分 级 粗 样品 的 一 个 常用 的 方法 是 溶解 度 分 级 法 , 即 选择 性 沉淀 。 下面 
简 述 与 此 有 关 的 一 些 方法 。 

1 电荷 密 度 的 控制 

蛋白 质 所 带电 荷 与 溶液 的 pH 值 密切 相关 。 蛋 白质 的 带电 情况 还 与 其 等 电 点 有 关 ,pH 了 值 在 
等 电 点 以 上 ,蛋白 质 带 负电 ,在 等 电 点 以 下 , 则 带 正 电 。 带 电 的 蛋白 质 分 子 比 中 性 分 子 溶解 度 高 。 
对 大 多 数 蛋 白质 来 说 , 它 的 溶解 度 在 等 电 点 附近 的 PH 值 下 ,达到 最 小 值 ， 因 为 此 时 分 子 间 静 电 
排斥 力 最 小 。 利 用 这 一 性 质 ,我 们 改变 溶液 的 pH 值 , 就 能 使 某 些 蛋 白质 沉淀 。 一 种 情况 是 , 所 
要 的 蛋白 质 可 能 沉淀 ,而 与 仍 留 在 溶液 中 的 杂 蛋 白质 分 开 , 或 者 相反 ,所 要 的 蛋白 质 留 在 溶液 中 ，. 
而 不 要 的 蛋白 质 沉淀 ,然后 离心 弃 去 。 因 等 电 pH 值 是 蛋白 质 的 特征 性 质 , 因 此 ,仅仅 控制 p 耳 值 ， 
也 是 选择 性 沉淀 的 一 个 有 用 方法 。 但 必须 注意 ,此 法 比较 难于 掌握 ,因为 它 所 使 用 的 条 件 比 较 激 
烈 ,其 应 用 也 是 有 限 的 。 对 于 某 一 特定 的 蛋白 质 ,pH 可 在 什么 区 间 变 化 .pH 变化 的 速度 可 以 快 
到 什么 程度 .这些 条 件 必 须 经 过 实验 确定 。 蛋 白质 中 的 盐 类 ,对 等 电 点 沉淀 有 一 定 的 影响 ， 这 种 
影响 由 于 蛋白 质 的 不 同 而 有 所 差异 ,但 一 般 影 响 不 算 大 。 如 酪 蛋白 溶 液 在 无 盐 时 ,pH 为 4.8 时 ， 
其 溶解 度 最 小 ; 当 离子 强度 为 0.1 时 ,pH 值 移 到 4.06 ,溶解 度 才 最 小 , 向 酸性 方 向 有 微小 的 移 
动 。 

溶剂 的 极 性 也 影响 溶解 度 。 当 加 入 易 与 水 相 混合 的 有 机 溶剂 时 , 蛋白 质 的 洲 解 度 降低 、 = 
要 原因 是 有 机 溶剂 改变 了 溶液 的 介 电 常数 。 由 于 蛋白 质 间 静 电 作用 反比 于 介质 的 介 电 常 数 ， 因 
此 , 当 办 和 蛋白质 溶液 中 加 入 有 机 溶剂 时 , 则 使 其 介 电 常 数 降 低 , 因而 增强 了 蛋白质 分 子 间 的 静电 
作用 力 ,减弱 了 和 蛋白质 和 溶剂 分 子 间 的 相互 作用 ,导致 蛋白 质 发 生 聚 集 而 沉淀 。 另 一 个 因素 是 脱 
水 作用 。 由 于 有 机 溶剂 也 必须 溶解 在 溶液 中 ,因此 , 它 与 水 作用 ， innate 
DK if (8 BE A J Ac fd OLE 

应 用 此 法 时 必须 考虑 以 下 四 个 问题 :四 沉淀 蛋白 质 时 介质 的 离子 强度 ;@ 用 什么 样 的 有 机 
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溶剂 ;@@ 蛋白 质 沉淀 时 的 温度 ;@ 沉淀 的 具体 办 法 。 在 低 离 子 强度 下 ;增加 有 机 溶剂 的 量 \ 会 大 
大 降低 蛋白 质 的 溶解 度 ; 适当 增加 离子 强度 ,会 引起 蛋白 质 溶解 度 的 增加 。 虽 然 降低 离子 强度 能 
降低 蛋白 质 溶解 度 , 但 也 可 能 影响 蛋白 质 的 稳定 性 。 对 由 许多 亚 单位 组 成 的 蛋白 质 来 说 更 是 如 
此 。 当 然 ,对 某 一 特定 蛋白 质 的 影响 必须 用 实验 来 确定 。 

常用 的 有 机 溶剂 有 乙醇 .甲醇 和 丙酮 。 二 氧 六 环 、 四 氢 叶 哺 也 能 很 好 地 溶 于 水 , 但 它们 常 被 
过 氧化 物 污染 ,而 过 氧化 物 对 大 多 数 蛋 白质 都 是 有 害 的 ,所 以 ,很 少 使 用 。 

沉淀 时 的 温度 是 应 用 此 法 时 必须 考虑 的 一 个 重要 因素 。 当 有 机 溶剂 存在 时 , 蛋白 质 的 溶解 
度 随 温度 的 降低 而 显著 降低 。 因 此 ,低温 时 (0"C 以 下 ) 沉 淀 某 个 蛋白 质 所 需 的 有 机 溶剂 量 就 较 少 ， 
这 样 就 减轻 了 有 机 溶剂 对 蛋白 质 的 变性 作用 。 虽 然 关 于 温度 因素 作用 的 道理 尚 难说 清 ， 但 一 般 
的 规律 是 ,有 机 溶剂 沉淀 蛋白 质 时 的 温度 越 低 ,得 到 的 活性 蛋白 质 越 多 。 

关于 用 有 机 溶剂 沉淀 蛋白 质 的 具体 办 法 这 里 就 不 说 了 。 操作 中 的 关键 问题 是 ,丙酮 与 蛋白 
质 接 人 触 的 时 间 要 尽 可 能 的 短 ,以 防 蛋白 质变 性 。 当 然 , 如 果 所 要 蛋白 质 对 有 机 溶剂 的 变性 作用 有 
很 强 耐 力 时 (如 药 麻 子 过 氧化 氨 酶 ), 则 不 必 顾 虑 这 一 点 。 这 时 可 用 类 似 于 盐分 级 的 办 法 ,用 有 机 
溶剂 进行 分 级 。 

2. 控制 水 合 -223 

”和 蛋 白质 在 水 中 的 溶解 度 取决 于 蛋白 质 分 子 上 离子 基 团 周围 的 水 分 子 HRA, 即 取决 于 蛋白 

质 的 水 合 程度 。 因 此 ;控制 水 合 程度 ,也 就 是 控制 蛋白 质 的 溶解 度 。 控 制 的 方法 ,最 常用 的 是 加 入 
无 机 盐 。 常 用 的 无 机 盐 是 硫酸 铵 。 虽 然 ,其 它 的 盐 类 ,原则 上 ,也 都 能 用 作 沉 淀 剂 ,但 这 些 盐 类 没 
有 硫酸 铵 用 的 广泛 。 因 为 硫 铵 在 水 中 最 稳定 ,溶解 度 大 ,在 25°C, 能 得 到 4.1V 的 浓度 (温度 不 
同 , 稍 有 差别 ); 它 是 最 温和 的 试剂 ,提纯 时 ,即使 硫 铵 的 浓度 很 高 ,也 不 会 引起 蛋白 质 生物 活性 的 
丧失 。 当 溶液 中 硫 狠 的 浓度 从 零 增 加 时 ,一 开始 ,蛋白 质 的 溶解 度 有 所 增加 (这 叫 “ 盐 溶 ” 现象 )， 
但 很 快 这 个 盐 溶 现象 就 结束 了 。 当 盐 浓 度 继续 增加 到 某 一 点 时 , 蛋白 质 开始 变 得 不 溶 而 沉淀 下 
来 ,这 就 是 “ 盐 析 ”效应 。 由 于 各 种 蛋白 质 的 表面 极 性 基 团 和 带电 数目 的 不 同 ,并 且 在 蛋白 质 表面 
上 的 分 布 也 不 同 ,这 就 产生 了 盐 析 顺序 上 的 先后 差异 。 利用 硫 铵 沉淀 法 分 级 蛋白 质 就 是 根据 这 
个 道理 。 盐 溶 和 盐 析 主要 决定 于 溶液 的 离子 强度 c23。 通 常 之 所 以 用 硫 铵 作 沉淀 剂 , 就 因为 它 溶 
解 度 高 .容易 达到 较 高 的 离子 强度 。 但 也 有 人 认为 ， 盐 是 脱水 剂 , 盐 析 过 程 是 蛋白 质 的 脱水 过 
BOO, PRR, 则 大 量 水 结合 到 硫 铵 分 子 上 。 因 此 ， 随 着 硫 铵 分 子 数目 的 增加 、 与 蛋 
自 质 相 互 作用 的 水 量 就 少 了 。 当 达到 某 一 点 时 ,将 不 会 有 足够 的 水 使 蛋白 质 维持 在 溶液 中 ,因而 
蛋白 质 就 沉淀 出 来 。 

此 法 的 实际 运用 是 这 样 的 : 先 用 少量 样品 作 试验 ,以 确定 沉淀 某 个 蛋 白 质 所 .需要 的 硫 铵 浓 
度 。 将 少量 样品 冷却 到 0 一 5"C ,然后 搅拌 下 加 入 固体 硫 铵 粉末 ,直到 可 以 看 见 蛋白 质 沉淀 产生 。 
离心 除去 蛋白 质 沉淀 。 分 析 上 清 液 ,以 确定 所 要 蛋白 质 的 浓度 。 如 果 它 仍 在 溶液 中 , 则 弃 掉 沉淀 ， 
然后 加 大 更 多 的 硫 铵 于 上 清 液 中 ,直到 产生 蛋白 质 沉淀 时 为 止 。 然后 , 如 此 重复 这 个 过 程 , 直 到 
所 需要 的 蛋白 质 沉淀 为 止 。 再 加 少量 硫 铵 ,以 使 这 个 蛋白 质 沉淀 完全 , 仍 保留 在 溶液 中 的 其 它 物 
质 弃 掉 。 图 3-2 表示 一 个 典型 的 例子 。 这 是 所 要 提取 的 蛋白 质 在 溶液 中 的 浓 EE HRT 度 作 
图 。 此 例 中 , 当 硫 铵 浓度 达到 40% 饱 和 度 时 ,此 蛋白 质 仍 保留 在 溶液 中 ; 但 在 5026 饱和 度 时 , 则 
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开始 部 分 沉淀 ;60% 饱 和 度 时 , 则 大 部 分 沉淀 ;70% 饱 和 度 时 , 则 仅 有 少量 蛋白 质 仍 留 在 溶液 中 。， 
用 这 个 实验 数据 , 画 一 沉淀 曲线 ,以 找 出 蛋白 质 开 始 沉淀 的 那 一 点 。 在 此 情况 下 ,大 约 是 站 % 5 
然后 可 以 用 大 量 不 纯 样 品 进行 分 离 ,算出 要 达到 4026 爷 
va 和 度 hi BEI > TB AS RCE. A HE Ba RC ER 5 FEE TES SP 
Ja UDREA BH Se AR. hig BMA BS RE 
以 达到 70% 饱 和 度 ， 再 离心 , 这 次 的 固体 沉淀 则 含有 大 
量 所 要 提取 的 蛋白 质 。 当 然 在 45—70% 饱和 度 间 沉淀 
的 其 它 蛋 白质 也 可 能 含 在 沉淀 中 。 如 录 不 考虑 收 率 的 
话 , 饱 和 度 区 间 也 可 以 取得 窗 一 些 , 如 45—60% , 这 样 能 
排除 一 些 杂 和 蛋白 ,使 纯度 高 一 点 。 


溶液 中 蛋白 质 的 浓度 


10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 


Bit Hee RE (DLT AY a ALE eS) 实际 操作 时 ,有 几 点 要 特别 注意 ，: 
图 3-2 ”硫酸 饮 沉 淀 蛋白 质 QD 对 要 提纯 的 蛋白 质 , 必 a 有 一 个 特异 的 分 析 方 
Baas Fx He 法 ,以 找到 沉淀 它 的 盐 浓度 范围 上 MRE 说 ; MU 


力 分 析 法 ,但 对 其 它 蛋 白质 则 必须 考虑 这 个 问题 。 和 因为 
高 浓度 的 硫 贸 ,一般 来 说 ,不 利于 酶 活力 的 测定 。 

@) 加 入 无 机 盐 的 速度 很 重要 。 对 很 多 蛋白 质 来 说 ,必须 逐步 加 入 ， 即 少量 加 入 ， 待 其 淤 解 后 
再 加 。 另 一 方面 ,如 果 脱 水 太 慢 , 则 另外 一 些 蛋白 质 又 可 能 变性 。 因 此 ,对 某 一 特定 的 蛋 和 白质) 加 
让 的 最 适 速度 ,必须 用 实验 来 测定 。 盐 加 入 后 ,要 慢 慢 搅拌 10 一 60 a oh, 以 达到 完全 WOOF ee 
后 ,离心 收集 。 

@ 蛋白 质 开 始 沉淀 那 点 的 硫 铵 浓度 与 溶液 中 那个 蛋白 质 的 起 始 浓度 有 关 。 bids a RATA. 
做 图 3-2 的 实验 ,用 的 蛋白 溶液 仅 有 50 个 任意 单位 ,而 不 是 如 图 所 示 的 100 个 单位 ;那么 直到 溶 
液 的 硫 贸 浓度 达到 52% 饱和 度 时 (而 不 是 45%% 饱 和 度 ), 该 蛋白 才 开 始 沉淀 。 使 蛋 自 质 开始 沉淀 
的 硫 铵 浓度 还 决定 于 与 该 蛋白 质 一 起 存在 于 溶液 中 的 其 它 和 蛋白质。 所 以 , 由 于 这 一 点 ， 有 时 ( 特 
别 是 在 提纯 后 期 , 想 要 硫 铵 使 其 再 沉淀 ,以 进一步 纯化 时 ) 会 产生 混乱 。 

由 FF Wie PRR EN Be AE 3 Af ALF PRY AAR (25°C 4.1M WADA, 
fa AS 2 EEA SERA ER, ES A RIA Bl 水 溶液 中 时 , 会 出 现 相 当 夫 的 非 线性 
体积 变化 ,因此 ,计算 克 分 子 浓度 就 相当 麻烦 。 为 了 克服 这 个 困难 ,有 人 经 过 小 心 测量 、 和 确定 了 使 
1 升 纯 水 提高 到 不 同 浓度 所 必须 加 入 的 硫 匀 量 ,而 且 还 确定 了 从 某 一 浓度 的 一 升 溶 液 提 高 到 另 
一 浓度 所 必须 加 入 的 硫 贸 量 。 这 些 有 价值 的 实验 数据 ,以 饱和 浓度 百分数 的 形式 列 于 表 附 录 三 
而 且 至 今 仍 以 这 种 形式 使 用 。 表 中 溶液 的 温度 是 25"C 。 虽 然 , 由 于 在 0 一 5"C 下 操作 会 有 所 差 
BY ,但 这 个 差别 很 小 , 常 可 忽略 。 对 于 大 体积 的 粗 制 备 物 , 常 以 固体 的 形式 加 入 硫 贸 ; 但 加 入 国 
体 硫 铵 常 使 溶液 起 泡沫 。 一 般 说 来 ,这 不 是 个 问题 ,但 某 些 易于 表面 变性 的 酶 会 被 泡沫 所 变性 > 
在 这 种 情况 下 ,加 饱和 硫 铵 溶液 较 好 ,尽管 这 样 做 会 使 体积 变 大 。 沉 淀 小 体积 纯化 的 或 部 分 纯化 
的 蛋白 质 , 可 采用 以 滴 的 形式 加 入 饱和 硫 狠 溶 液 。 这 是 一 种 更 为 温和 的 脱水 方法 ,因为 蛋 自 质 膛 
水 的 速度 可 以 控制 。 遗 憾 的 是 ,此 法 对 大 体积 溶液 不 适用 ,因为 饱和 硫 铵 液 的 加 入 会 使 样品 体积 
大 增 。 如 , 当 达 到 50% 饱 和 度 时 ,样品 体积 增加 一 倍 。 如 果 使 用 硫 贸 的 饱和 溶液 , 则 加 大 的 量 可 
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用 下 式 计 算 
(3-2) 


其 中 ， 机 innately 


aie 

© Pw RET SOR, RTH pK 值 为 9.25,， 所 以 , 它 的 饱和 溶液 的 PH 值 低 于 7. an 
果 所 要 的 蛋白 质 易于 酸 变性 , 则 应 在 适当 的 缓冲 液 中 进行 沉淀 。 

He me RIA AO BRE, 在 20°C 时 是 1.24, 而 被 沉淀 出 来 的 蛋 和 白质 的 密度 一 般 不 会 比 
此 值 大 许多 。 对 大 多 数 蛋白 质 来 说 ,其 密度 大 约 是 1.37。 Alt, 蛋白 质 从 悬 译 液 冲 沉 降 出 来 的 
速度 极 慢 , 必 须 用 强力 离心 来 促进 这 个 过 程 。 通 常用 19,000 x g 以 上 的 离心 力 。 但 是 ， 如 果 加 
大 太 多 的 甘油 或 其 它 高 密度 物质 来 稳定 样品 的 话 , 那 么 ,即使 使 用 强力 离心 也 要 出 麻烦 : 一 般 离 
心 时 , 管 底 出 现 致 密 的 丸 状 物 , 上 清 液 很 易 倾 出 。 如 果 溶 液 密度 太 高 , 则 形成 的 是 松散 的 易 移 动 
的 沉淀 ,几乎 不 可 能 倾 析 出 去 。 这 时 唯一 的 补救 办 法 是 降低 溶液 的 密度 ,因为 长 时 间 的 高 速 离心 
不 起 作用 。 

” 轩 硫 久 分 级 的 改良 方法 一 一 反 抽 提 法 也 很 有 用 。 我 们 以 大 肠 杆 菌 RNA RAY Bl. te 
蛋白 一 般 在 42—50% 饱和 度 之 间 沉 淀 。 一 般 的 作法 是 先 用 42% 饱和 度 沉 淀 杂 质 , 然后 用 42 一 
50% 饱和 度 沉淀 此 酶 。 现 在 ,我 们 不 这 样 做 ,而 是 先 用 '0 一 33% 饱和 度 沉 淀 杂 质 , 离 心 弃 去 ， 然 
后 用 33—50% 饱和 度 沉 淀 此 酶 。 为 了 反 抽 提 ， 将 此 酶 沉淀 重新 悬浮 于 42% 饱和 度 的 硫 铵 溶液 
中 ,这 时 , 某 些 杂质 溶解 ,但 聚合 酶 仍 是 沉淀 ,经 过 适当 的 平衡 后 ,离心 收集 沉淀 。 此 法 的 原理 是 ? 
先 沉淀 较 多 量 的 蛋白 质 , 然 后 用 适当 选择 的 硫 铵 溶液 抽 提 沉淀 。 用 反 抽 提 法 也 能 完成 完整 的 硫 
馆 分 级 。 鞠 将 饱和 度 调 到 60 一 70%， 然后 用 硫 久 浓度 递减 的 溶液 抽 提 沉淀 。 但 在 多 数 情 况 下 使 
用 阶段 沉淀 ;然后 反 抽 提 比 较 合 理 。 反 抽 提 法 的 优点 在 于 , 蛋白质 可 以 很 容易 地 从 溶液 中 析出 ， 
这 个 析出 过 程 并 没有 什么 特异 性 ,但 从 沉淀 的 形式 溶解 下 来 却 比 较 特 异 , 因此 , 所 得 到 的 分 级 组 
分 比 用 一 般 分 级 法 所 得 到 的 要 纯 一 些 。 

硫 铵 分 级 法 有 二 个 主要 优点 : 一 是 在 这 一 步 能 除去 75% 以 上 的 杂质 。 从 提纯 的 倍数 看 ， 
这 个 提纯 程度 (四 倍 ) 是 相当 可 观 的 。 二 是 经 过 这 一 步 , 蛋 白质 溶液 能 被 大 大 地 浓缩 。 这 一 点 很 
重要 ， 因 为 较 小 体积 为 以 后 使 用 高 分 辩 率 的 方法 提供 了 方便 。 浓缩 的 程度 决定 于 用 来 溶解 蛋白 
质 沉淀 的 溶液 的 多 少 。 

3), ec PEPE WT E73 

AULA 、. 丹 宁 酸 、 离 子 型 表面 活性 剂 、 鱼 精 蛋 白 和 硫酸 链 霍 素 等 蛋白 质 沉 淀 剂 是 多 价 阳 离子 
物质 ,能 束缚 在 阴离子 化 合 物 上 ,从 而 中 和 掉 它 们 所 带 的 大 部 分 电荷 ,因此 ,能 和 蛋白 质 形 成 复合 
物 沉淀 下 来 ,再 用 适当 的 方法 使 复合 物 溶 解 , 除 去 沉淀 剂 , 即 可 使 酶 得 到 纯化 。 

常用 的 离子 型 表面 活性 剂 有 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS)、 毛 化 葵 叉 烷 基 二 甲 基 胺 等 。 近年 来 有 
大 用 杂 多 酸 ( 磷 -\ 砷 -、 硅 -或 融 -的 钨 酸 、 钥 酸 或 矶 酸 ) 作 为 蛋白 质 沉淀 剂 " 拓 。 如 ,将 枯草 杆菌 的 培 
养 液 ,浓缩 到 含 6% 固形 物 ,用 稀 盐酸 调节 到 pH 4.5, 添 加 磷 钨 酸 ,使 其 浓度 达到 0.5%6( 重 量 / 体 
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积 )。 搅 拌 后 ,在 室温 放置 5 分 钟 , 就 可 将 蛋白 酶 沉淀 出 来 。 

4. ARIA PEAR RRA ite” 

这 是 近年 新 发 展 起 来 的 一 种 方法 。 常 用 的 聚合 物 是 聚 乙 二 醇 PEG)、 右 旋 糖 栈 硫 酸 钠 等 。 
水 溶性 非 离子 型 聚合 物 沉淀 蛋白 质 的 原理 ,还 不 太 清 楚 ,大 致 有 如 下 几 种 解释 : O 聚合 物 与 蛋 
白质 形成 共 沉 淀 ; QD 聚合 物 使 蛋白 质 在 聚合 物 与 水 之 间 发 生 分 配 ; @ 聚合 物 与 蛋白 质 分 子 间 
发 生 反应 ,形成 一 种 复合 物 。 此 法 的 特异 性 受 很 多 因素 影响 ,主要 的 有 :pH 值 . 离 子 强度 ` 溶 液 中 
的 蛋白 质 浓度 ,以 及 所 使 用 的 PEG 的 分 子 量 等 。 分 子 量 为 2,000 一 6,000 的 PEG 适宜 作 沉淀 蛋 
白质 之 用 。 很 多 人 使 用 PEG 6000 获得 了 成 功 。 最 近 有 报告 称 , 用 低 分 子 量 的 PEG 4000 HE 
到 很 好 的 特异 性 沉淀 分 离 ,其 结果 可 与 凝 胶 层 析 法 所 得 之 结果 相 比 拟 5。 

三 、 透 析 和 浓缩 

经 硫 铵 沉 证 的 蛋白 质 ,在 作 进 一 步 提 纯 以 前 , 常 要 除 盐 , 即 降 低 离子 强度 。 除 盐 的 方法 有 透 
析 法 ,即将 要 透析 的 蛋白 质 溶 液 放 于 具有 半 透 膜 性 质 的 玻璃 纸袋 中 ,然后 将 此 袋 放 于 水 中 或 适当 
的 低 离 子 强度 的 缓冲 液 中 , 则 无 机 盐 类 和 小 分 子 的 代谢 产物 ,如 ATP、 辅 酶 等 , 由 于 扩 散 作用 而 
通过 半 透 膜 被 除去 ,大 分 子 蛋白 质 则 仍 留 在 袋 中 。 为 了 缩短 达到 平衡 的 时 间 , 要 不 停 地 搅拌 缓冲 
液 。 每 次 平衡 的 时 间 一 般 须 5 小 时 或 更 多 的 时 间 。 如 离子 强度 仍 未 达到 要 求 , ARPA 
液 , 继 续 透 析 , 直 至 达到 要 求 。 此 法 虽然 比较 温和 ,但 很 多 蛋白 质 ,在 透析 过 程 中 还 是 不 稳定 。 这 
是 因为 买 来 的 透析 袋 常 被 重金 属 , 蛋 白水 解 酶 .核酸 酶 等 污染 。 所 以 ,使 用 前 ,必须 进行 处 理 上 处 
理 的 办 法 是 : 将 透析 袋 放 于 0.5 M EDTA 溶液 中 者 半 小 时 ,这 去 溶液, 换 上 水 ,再 煮 八 次 ， 经 这 
样 处 理 后 的 透析 袋 只 能 用 干净 的 狠 子 (无 蛋白 水 解 酶 和 核酸 酶 ) 和 医用 橡皮 手套 来 拿 , 不 能 用 手 
拿 ， 因 为 手指 常 带 有 蛋白 水 解 酶 。 

另 一 个 除 盐 的 办 法 是 用 分 子 筛 层 析 。 常 用 Sephadex G-25 HERE: ZAR RBH 
衡 ,然后 加 样品 。 加 样 量 不 能 超过 床 体 积 ( 即 凝 胶 在 柱 中 所 占 的 体积 ) 的 20% 。 再 用 起 始 缓 证 液 
洗 脱 。 和 蛋白 质 在 一 个 空 体积 (相当 于 总 床 体积 的 1/3) 流出 ， 盐 在 一 个 总 床 体积 后 流出 。 少量 样 
品 可 很 快 通过 柱 。 大 量 样品 还 是 以 增加 柱 的 直径 为 好 , 而 不 是 增加 其 长 度 , 这 样 能 缩短 层 析 时 
间 。 
最 近 又 有 一 种 新 的 除 盐 方法 , 叫 “ 纤 维 过 滤 透 析 法 ” (fiber filter dialysis), 关于 此 法 的 原 
理 ,我 们 在 下 边 讨论 蛋白 质 浓缩 法 以 后 ,就 会 很 清楚 了 。 

蛋白 质 提 纯 过 程 中 ,为 了 操作 方便 ,要 减少 样品 的 体积 ;在 实验 室 中 操作 的 一 些 方法 ,如 凝 胶 
WHE BE ,也 要 求 较 小 体积 的 样品 溶液 。 因 此 ,必须 建立 浓缩 蛋白 质 溶 液 的 方法 。 前 面 已 经 提 
到 , 硫 铵 分 级 法 是 浓缩 蛋白 质 的 一 种 方法 。 在 不 希望 使 用 盐 沉 淀 或 用 盐 沉 淀 法 对 样品 有 害 时 , 则 
采用 冻 干 法、 真空 干燥 法 等 。 此 法 的 缺点 是 ,蛋白 质 和 无 机 盐 一 起 被 浓缩 。 还 有 人 用 葡 育 糖 凝 胶 
来 浓缩 : 向 一 升 左右 的 酶 液 中 ,加 入 固体 的 葡 聚 糖 凝 胶 G-25 ,搅拌 30 分 钟 , 葡 聚 糖 吸水 膨胀 ， 然 
后 吸 滤 ,样品 全 部 留 在 疲 液 中 。 如 此 重复 数 次 ,可 在 短 时 间 内 将 酶 液 浓缩 到 100 毫升 。 前 后 加 大 
的 葡 聚 糖 凝 胶 的 总 量 , 以 占 酶 滚 重量 的 1/5 为 宜 。 因为 固体 葡 聚 糖 凝 胶 只 吸收 水 分 ， 不 能 除 盐 ， 
因此 和 冻 千 法 具有 同样 的 缺点 。 为 了 克服 这 一 缺点 ,产生 了 一 系列 只 浓缩 大 分 子 的 方法 。 现 简 
述 如 下 : 
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1. FAA RE SRA 

火 棉 胶 薄 膜 一 般 可 通过 分 子 量 为 一 万 的 物质 ,将 其 制 成 特殊 形状 的 小 袋 , 蛋 白质 溶液 放 入 其 
中 ， 然 后 将 此 袋 置 于 吸 滤 瓶 内 ， 轻 轻 减 压 ， 水 分 及 无 机 盐 等 小 分 子 则 访 疝 膜 外 ， 和 蛋白 质 即 被 浓 
缩 。 

2. ARCA eH 

将 待 浓缩 的 蛋白 质 溶液 放 和 透析 袋 肉 。 此 透析 袋 (一 般 呈 圆 管 形 ) 的 直径 要 小 ， 因 为 这 可 增 
加 有 效 表 面积 与 蛋白 液体 积 之 比 , 提高 浓缩 效率 。 透 析 袋 封闭 后 ,用 冷 的 粉末 状 聚 乙 二 醇 (PEG 
6000) 涂 于 透析 袋 上 , 置 于 4*c 下 。 王 的 粉 未 PEG 吸收 水 分 和 盐 类 ,大 分 子 溶 液 即 被 浓缩 。 聚 乙 
二 醇 吸 水 的 速度 很 快 。 100 毫升 的 蛋白 液 , 在 极 短 的 时 间 内 就 能 浓缩 到 几 毫 升 。 如 聚 乙 二 醇 已 
变 湿 成 块 ,但 还 未 浓缩 到 所 需 的 体积 , 则 可 将 成 块 的 聚 乙 二 醇 除 去 ,继续 涂 上 新 的 ,直至 达到 所 需 
要 的 体积 。PEG 已 成 批 生产 ,可 供 利 用 ,也 不 必 事 先 干 燥 , 因为 加 热 会 使 它 成 为 不 能 用 的 腊 状 
物 。 此 法 方 便 , 而 且 对 大 多 数 不 稳定 的 蛋白 质 也 可 以 用 。 
“ 3. 用 超 滤 膜 浓缩 

近年 因 外 已 生产 各 种 不 同型 号 的 超 滤 膜 ， 可 以 用 来 浓缩 分 子 量 不 同 的 (500 一 300,000) 物 
质 。 现 将 其 部 分 列 于 表 3-2 中 。 由 于 每 种 膜 都 有 一 定 的 分 子 量 截止 值 , 即 比 此 值 更 大 的 分 子 不 


表 3-2 Diaflo 超 滤 膜 的 分 子 量 截止 值 


i 名 称 分 FR Rat 值 孔 的 大 约 平均 直径 (从 ) 
XM-300 ‘ 300,000 140 
XM-100 100,000 55 
XM-50 50,000 30 
PM-30 30,000 22 
UM-20 | 20,000 18 
PM-10 10,000 15 
UM- 2 1,000 12 
UM-05 500 10 


能 透 过 此 膜 , 所 以 , 超 滤 法 不 仅 有 浓缩 的 作用 ,而 且 还 有 除 盐 、 分 级 .纯化 的 作用 ,但 分 辩 力 远 不 及 
分 子 筛 层 析 法 。 此 法 操作 方便 、 迅 速 , 温和、 处 理 的 量 可 大 可 小 (从 2 一 3 毫升 到 几 百 升 ), 是 生化 
实验 室 必 须 建 立 的 一 个 实验 方法 。 用 此 法 浓缩 蛋白 质 的 装置 叫 超 站 器 。 它 是 一 个 密闭 的 装置 ， 
器 底 装 有 超 滤 膜 , 膜 上 面 是 竺 浓缩 的 溶液 ,在 溶液 表面 上 再 加 一 定 的 压力 (通常 是 3 一 5kg/cm2)， 
此 时 ,压力 迫使 小 分 子 透 过 膜 ,从 超 滤 瞄 里 流出 来 。 这 种 超 滤 形 式 叫 封闭 式 (dead-end system), 
只 适用 于 稀 溶 液 ,最 终 浓 度 不 超过 1.0% 。 因 为 浓度 大 时 , 阻 留 在 膜 表面 的 大 分 子 , 不 能 返回 溶 
液 ,致使 膜 表 面 的 大 分 子 浓度 高 于 溶液 中 的 浓度 , 这 种 现象 叫做 极 化 。 由 于 极 化 现象 的 产生 , 腊 
的 孔隙 被 大 分 子 堵 住 , 因 而 影响 流速 。 为 了 克服 这 一 困难 ,又 发 展 了 以 下 三 种 超 滤 装 置 ; 

@ 搅拌 式 (stirred system) 

这 种 装置 和 封闭 式 相 似 , 只 是 在 膜 表 面 上 装 有 一 搅拌 子 ， 以 防止 产生 极 化 作用 ，, PRUE TE 
量 。 搅 拌 子 必 须 紧 靠 着 膜 表面 ,但 又 不 能 和 膜 接触 。 这 种 超 庆 器 最 常用 ,一般 能 得 到 满意 的 
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结果 。 对 大 多 数 膜 来 说 ， 最 后 的 超 让 流量 减少 近 50% 。 超 滤 的 速 度 主 要 取 : 雇 于 膜 的 交换 面 
BA A wl hi) 

xy MEK (turbulent flow. system) ok tsk, 
GIR EAA Ee a Pe ee DRA, 以 此 提供 涡流 , 减少 极 化 办 
。 这 是 一 种 大 型 装置 ,需要 大 容量 的 系 , 适 于 工业 生产 。 

(3) 细 管 层 流 式 (thin-channel laminar flow system) 
”和 苦 深 缩 的 溶液 在 细 管 中 高 速 循 环 ,通过 膜 表面 时 就 产生 一 种 高 速 野 流 ;因而 当 党 质 浓度 相当 
高 时 ,也 能 维持 超 滤 速 度 。 膜 上 的 液体 的 流速 通常 是 10 一 100 英尺 / 秒 , 超 站 的 膜 压 力 由 外 部 气 
体 提 供 。- 革 法 的 优点 是 ,处 理 的 溶液 量 大 ,可 达 几 百 升 ; 对 多 数 不 稳定 的 酶 也 可 以 应 用 此 法 ; 几 法 
的 超 滤 速 度 是 搅拌 式 的 二 倍 到 三 倍 ( 当 溶液 浓度 较 稀 时 ) 或 六 倍 ( 兴 溶 液 浓度 较 高 时 ) 分 级 的 效 
率 世 有 所 提高 。 高 速 循环 有 一 个 缺点 ,就 是 不 稳定 的 酶 可 能 变性 ,因此 ,， 有 人 采用 低速 (2-3 Be 
尺 / 分 )、 低 压 (20 磅 /英寸 循环。 

应 用 超 滤 法 要 注意 几 个 因素 : 选择 膜 时 要 注意 它 的 流量 ,要 尽量 没有 吸附 作用 ， 使 用 的 超 滤 
系统 应 能 避免 极 化 ,而 达到 最 大 流量 ,而且 还 要 尽量 减少 变性 作用 。 

用 上 面 的 超 滤 膜 制 成 空 忌 的 纤维 管 ,将 很 多 根 这 样 的 管 拢 成 一 束 , 管 的 两 端 与 低 离子 强度 的 
缓冲 液 相 连 , 使 缓冲 液 不 断 地 在 管 中 流 动 。 然后 将 纤维 BRA 待 透析 的 蛋白 质 溶液 中 。 当 缓 
冲 液 流 过 纤维 管 时 了 则 小 分 子 很 易 通过 膜 而 扩散 ， 大 分 子 则 不 能 。 -这 就 是 前 面 提 -到 的 新 的 透析 
法 一 一 纤维 过 小 透析 法 。 此 法 原理 与 普通 透析 法 完全 一 样 ,只 是 由 于 膜 做 成 了 纤维 管 :其 透析 的 
有 效 表面 积 大 增 ， Re inate al 5 小 时 缩短 到 半 小 时 。 eee BT A eee eI 
液 , 这 么 用 的 纤维 管 腔 是 空 的 。 


BEG 蛋白 质 的 进 一 sige 


待 提纯 的 样品 经 粗 分 级 后 ,还 是 很 不 纯 的 ， 还 要 做 进一步 的 提纯 , EMR. MAIL 
种 方法 ,其 中 最 常用 的 是 层 析 法 ;有 时 也 用 到 电泳 法 和 超 离心 法 ， 层 析 法 是 蛋白 质 分 离 提纯 中 最 
方便 有 效 的 方法 之 一 。 层 析 法 可 分 为 几 种 。 EPR Mh, AERA RO. FP 
而 我 们 就 层 析 方 法 加 以 扰 要 的 叙述 。 然 后 也 要 略 述 电 府 法 和 超 离心 法 。 

、 层 析 方 法 的 一 般 原 理 ie 

浙 有 移 层 新 系统 通常 都 是 两 相 组 成 ,一 个 是 秀 相 ,一 个 是 动 相 ;这 两 相互 不 相 党 物质 在 层 
析 系 统 中 的 分 离 就 决定 于 读物 质 在 这 两 相 中 的 分 配 情况 ,一 般 用 “分 配 系 数 ” 来 表示 对 于 具体 
的 物质 ;在 二 定 的 温度 下 ,在 二 定 的 层 析 系 统 (假定 由 溶剂 [和 组 成 ) 中 , 它 的 分 配 系统 是 恒定 
的 [可 用 下 式 来 表示 :1 


Pe HUET AHHH _ yy 
7 物质 在 溶剂 工 中 的 浓度 一 也 


物质 分 配 这 个 概念 不 仅仅 人 指 物质 在 两 个 溶剂 相间 的 分 配 。 物质 可 以 在 任何 两 相间 发 生 分 配 ， 
An, 国 相 - 洲 相 ,或 气相 - 流 相 。 如 果 物 质 在 某 系 统 中 〈 如 硅 酸 - 葵 ) 的 分 配 系数 是 0.5, 这 就 是 说 ， 
该 物质 在 茶 里 的 浓度 是 在 硅 酸 里 的 二 倍 。 分 配 系数 这 个 概念 是 层 析 的 基础 。 为 方便 起 见 y 我 们 
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可 以 把 分 配 系数 理解 为 物质 在 动 相 和 静 相 间 的 浓度 比 。 

“有 效 分 配 系数 "是 物质 在 一 相 中 的 总 量 (不 是 浓度 ) 与 它 在 另 一 相 中 的 总 量 之 比 , 换 名 话说 ， 
有 效 分 配 系数 是 分 配 系数 与 在 此 系统 中 存在 的 二 相 的 体积 之 比值 的 乘积 ,以 B 表 示 。 例 如 , 某 物 
质 在 溶剂 工 和 溶剂 工 之 间 的 分 配 系数 是 1, 如 果 该 物质 在 10 cms 的 溶剂 I 和 1 cm? Hye HI AT Hl 
达到 平衡 的 话 , 那 么 , 它 在 这 二 相 中 的 浓度 相等 , 但 它 在 溶剂 工 中 的 总 量 却 是 它 在 溶剂 I 工 中 的 10 
倍 。 

层 析 系 统 中 的 静 相 可 以 是 因 相 、 液 相 或 固 - 液 混合 相 ; 动 相 可 以 是 液 相 或 气相 ,充满 在 斧 相 的 
空隙 中 ,并 能 流 过 静 相 。 层 析 相 的 选择 要 使 混合 物 的 组 份 在 二 相 中 的 分 配 系 SABI GACH AE 
立 下 述 平衡 后 ,就 可 以 分 离 它们 。 

CD) 固体 吸附 剂 的 静 相 和 液体 的 动 相间 的 吸附 平衡 (吸附 层 析 )， 

@ 液体 或 半 液 体 的 静 相 和 液体 动 相间 的 平衡 分 布 (逆流 分 配 和 纸 层 析 )， 

轿 液体 前 相 和 气体 动 相间 的 平衡 分 布 ( 气 - 液 层 析 )， 

团 离子 交换 树脂 的 静 相 和 电解 质 的 动 相间 的 离子 交换 平衡 (离子 交换 层 析 ) 

“图 多 孔 物质 或 分 子 得 的 内 外 表面 上 的 液 相 间 的 平衡 (分 子 筛 层 析 ) 

© 大 分 子 对 小 分 子 的 结合 平衡 ,这 种 结合 是 由 于 大 分 子 对 小 分 子 的 生物 特异 性 一 一 即 亲 和 
力 而 引起 的 ( 亲 和 层 析 ) 。 

以 残 璃 层 析 柱 为 例 ， 可 以 很 容易 理解 层 折 分 离 所 依据 的 道理 。 假 定 层 析 柱 由 固体 颗粒 状 的 
静 相 填 充 物 填充 5 厘米 高 ,其 间 充满 液体 动 相 , 并 且 每 厘米 柱 长 的 体积 为 cm’, SLE 3-3。 如 果 
PERE TIANA Tems 溶剂 ,其 中 含 32 mg 寿 品 ;同时 ,相等 体积 的 这 剂 从 柱 底 流出 ， 此 时 ， 样 品 处 在 
柱 中 A 的 位 置 。 如 果 样 品 的 有 效 分 配 系 数 是 1, 那 它 在 固 相 、 波 相间 等 量 分 配 ， 如 图 中 1, 即 深 剂 
中 含 16 mg 样品 ,16 mg 样品 保留 在 填充 物 上 。 再 加 1 cm? 溶剂 时 ， 处 于 入 位 置 的 体积 就 移 到 甩 
位 置 ,并且 囊 走 溶剂 中 的 16 mg 样品 ， 剩 下 的 16 mg FE BAS BB 在 A 处 ,如 图 中 之 2。 在 A 处 的 样 
品 又 这 样 重新 分 配 , 它 的 8 mg 进入 溶剂 , 剩 下 的 8 mg 仍 留 在 固 相 ; 在 B 处 的 样品 同样 要 在 两 相 
间 等 量 分 配 , 即 溶剂 中 含 8 mg 样品 ; 国 相 中 保留 8 mg 样品 。 再 加 Tems 溶剂 , 则 柱 顶 含 smg FF 
昌 的 溶剂 被 洗 到 B 段 中 , 留 8 mg 样品 在 A 段 的 填充 物 凸 。 原来 在 了 段 中 的 溶剂 被 挤 到 C 段 中 ， 
并 带 走 8 mg 样品 ， 留 下 8 mg 样品 在 B 段 填充 物 上 ， 所 以 ， BF 受 中 现在 含有 16 mg 样 襄 ， 其 中 天 
半 来 自 A 段 洗 下 来 的 ,一 半 是 前 一 次 平衡 后 的 量 中 保留 下 来 的 ; 如 图 中 之 3。 再 继续 加 入 二 次 新 
的 溶剂 (每 次 1 ems) 后 ,样品 在 柱 中 的 分 配 情形 如 图 中 之 4.5 所 示 。， 

“显然 ,加 样 后 ,加 入 4 次 溶剂 ,样品 即 分 布 在 全 柱 ,而 且 最 高 浓度 部 分 在 柱 的 中 央 。 如 果 样 品 
的 有 效 分 配 系数 下 小 于 1) 则 在 每 次 平衡 后 ;有 .50% 以 芋 的 样品 留 在 固 相 中 ， 样 品 从 柱 中 流下 较 
慢 。 虽 然 经 过 5 次 平衡 后 , 有 相当 量 的 样品 在 柱 底 出 现 , 但 其 浓度 高 峰 将 在 往 中 央 以 上 。 同样， 
WWI BAF 1 大 部 分 样品 将 在 溶剂 相 中 , 它 从 柱 中 访 下 较 快 ,浓度 高 峰 将 在 柱 中 央 以 下 。 显然 ， 
如 果 下 =0, 也 就 是 说 ,溶剂 相 中 没有 样品 UREN BY ERE A. AUR BIEN, 即 填充 物 不 
保留 样品 , 则 5 次 平衡 后 ,全 部 样品 将 流 到 赃 底 。 

平衡 的 次 数 越 多 , 则 样品 在 柱 中 某 部 分 的 浓度 越 高 ， 即 溶质 带 越 集中 。 图 3-4 表明 , 了 为 1 
的 物质 的 洗 脱 图 谱 与 平衡 次 数 习 之 间 的 依赖 关系 。 从 图 中 可 以 看 出 , 当 并 极 大 时 , 柱 中 带 变 得 非 
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相对 溶质 浓度 


0525 0.5 0.75 1.0 
在 柱 上 的 相对 分 布 


图 3-3 层 析 柱 分 离 物 质 示意 图 图 3-4 洗 脱 图 谱 与 理论 板 数 对 的 依赖 关系 


常 集中 。 因 此 ,溶质 的 分 配 性 质 基本 上 由 两 个 因素 决定 :分配 系数 和 平衡 次 数 。 溶质 通过 柱 的 
速度 决定 于 它 的 有 效 分 配 系数 ,但 所 形成 的 峰 的 形状 ( 即 溶质 带 的 集中 度 ) 则 取决 于 进行 平衡 的 、 
次 数 。 在 野 析 柱 中 所 发 生 的 平衡 次 数 叫做 柱 的 理论 板 数 。“ 理 论 板 这 一 术语 本 是 用 来 表示 蒸 饮 
柱 的 有 效 性 的 ,在 层 析 柱 中 用 它 表 示 柱 中 发 生 的 相间 有 效 平衡 的 次 数 。 柱 的 有 效 性 越 高 ,理论 板 
的 数目 越 大 。 

. 当 柱 的 理论 板 的 数目 大 时 ， 溶 质 的 性 质 遵守 某 些 简单 的 规则 ， 这 些 规则 的 推导 请 参见 文献 
[26]. 站 

先 讲 一 个 所 谓 全 柱 的 性 质 。 全 柱 就 是 从 加 入 样品 的 一 点 到 与 样品 同时 加 入 的 溶剂 所 达到 的 
最 远 一 点 间 的 一 段 柱子 。 如 前 所 述 , 在 一 个 全 柱 中 , 溶质 带 的 位 置 决定 于 有 效 分 配 系数 卫 ,好 与 
溶质 带 间 的 实际 关系 如 下 式 所 示 ， | 
| P/L=B/B+1=R, (363) 
这 里 , 工 是 全 柱 的 长 度 , 己 是 溶质 带 尖峰 距 加 入 溶质 之 点 ( 柱 顶 ) 的 距离 。 可 见 ,P/ 克 ,也 就 是 了，， 
表示 溶质 在 柱 内 移动 的 速度 。 当 了 大 于 1 很 多 时 ，P/ 工 接近 于 1， 就 是 说 溶质 带 与 溶剂 前 沿 的 
移动 几乎 同样 快 。 相 反 , 当 了 小 于 1 很 多 时 ,P/ 工 也 小 于 11 很 多 ,此 时 ,与 溶剂 前 沿 相 比 ,溶质 移 
动 较 慢 。 当 了 3=1 时 ,P/ 工 =0.5, 溶 质 带 将 在 柱 的 中 央 , 如 图 3-3、 图 3-4 所 示 。 应 指出 的 是 ，P/ 
元 或 R， 即 柱 中 带 的 相对 位 置 与 全 柱 柱 长 无 关 ,只 决定 于 卫 值 。 

从 图 3-4 中 可 见 , 在 一 个 全 柱 中 增加 平衡 次 数 , 并 不 改变 带 的 相对 位 置 , 只 能 增加 分 离 的 明 
显 程度 , 即 带 的 鲜明 度 增 加 了 。 带 的 鲜明 度 既 取决 于 并 值 (理论 板 的 数目 ) ,也 和 有 效 分 配 系数 也 
有 关 。 鲜 明度 越 大 ,分 离 效果 越 好 , 因此 ， 很 自然 会 使 人 想到 柱 的 分 辩 力 问题 。 层 析 柱 分 开 两 个 
化 合 物 的 能 力 决定 于 这 两 个 化 合 物 的 了 3 值 之 比 和 柱 中 理论 板 的 数目 。 高 分 辩 力 是 指 分 开 分 配 系 
数 相差 很 小 百分数 的 化 合 物 的 能 力 ,但 这 样 表示 有 一 个 缺点 ,就 是 百分数 相差 很 小 , 但 却 表示 很 
高 的 分 辨 力 。 因 此 ,分 辩 力 的 更 洽 当 的 定义 应 当 是 ,为 了 达到 很 好 的 分 离 目 的 所 需要 的 有 效 分 配 
系数 百分数 差 的 倒数 。 当 相对 分 辨 力 这 样 定义 时 ,可 用 下 式 表 示 ( 见 文献 [26])， 


sent sy we = VB VPC =P) _ VaR) (3-4) 
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这 个 式 子 表示 , MFM BA, 层 析 柱 的 分 辩 力 与 此 柱 所 含 理 论 板 的 数目 的 平方 根 成 正 
比 。 如 果 其 它 的 变数 不 变 , 柱 长 增加 , 则 分 辨 力也 增加 。 对 于 一 定 的 层 析 柱 ， Rs 
此 处 卫 =0; 在 柱 底 也 是 零 ,此 处 书 = 工 ,而 在 柱 中 央 时 ,分 辩 力 最 大 。 

对 于 流动 的 层 析 柱 , 由 于 溶剂 不 断 加 入 ,因此 平衡 不 断 进行 ,一 般 可 达 上 千 次 ， EMDR DA 
FR ARA: 


DE = cat no la tangle 5) 


n! 为 流动 层 析 柱 的 板 数 ;> 为 在 任何 时 间 在 柱 中 存在 的 动 相 的 体积 ;六 是 将 某 一 溶质 带 尖峰 
洗 到 洗 脱 液 中 所 必须 的 动 相 的 体积 ,一 般 称 为 保留 体积 。 可 以 看 出 ,流动 层 析 柱 的 分 辩 力 随 洗 脱 
体积 增加 而 增加 ,但 很 快 达到 最 高 值 。 对 于 一 定 的 管 柱 , 此 最 高 分 辩 力 是 当 此 管 柱 用 作 全 柱 时 所 
能 达到 的 分 辨 力 的 两 倍 。 因 此 ,有 一 定 柱 长 的 流动 的 层 析 柱 比 相应 的 全 柱 分 离 效果 好 ' 因为 这 时 
低 忆 值 的 化 合 物 ,其 平衡 的 次 数 远 远 超过 管 柱 中 板 的 数目 。 
” 理论 板 数 是 层 析 系 统 的 重要 参数 。 对 于 全 柱 可 用 下 式 来 测定 ; 

本 ay ate, | (3-6) 

ERD ERB oO ane atin! 总 高 度 的 36.8% 处 测量 。 

对 于 流动 的 层 析 柱 , 用 下 式 测定 

we. Cae , (3-7) 

n! FAH! 是 溶质 带 的 宽度 ,也 是 在 峰 总 高 度 的 36.8% 处 测量 。 

二 、 分 配 层 析 各 

1. 纸 上 层 析 法 

纸 上 层 析 图 谱 是 一 个 完全 的 层 析 柱 ， 因 为 被 分 离 的 化 合 物 在 分 离 过 程 的 终了 仍然 在 柱 上 。 
在 层 析 纸 条 上 ， 从 加 上 样品 的 点 到 溶剂 前 沿 构成 了 一 个 完全 的 层 析 柱 。 此 法 的 原理 是 化 合 物 在 
。 两 个 液 相间 发 生 分 配 作用 ; 因 层 析 纸 具有 从 饱和 蒸气 压 中 吸收 极 性 溶剂 (如 水 )， 或 者 由 纸 的 纤 
维 素 从 移动 的 溶剂 前 沿 中 优先 吸收 极 性 组 分 (如 水 ) 的 性 质 。 可 以 把 极 性 溶剂 (水 ) 看 作 静 相 ， 当 
非 水 溶剂 ( 动 相 ) 通 过 毛细 管 作用 沿 纸 移动 (这 叫 展 层 ) 时 , 纸 上 物 质 的 分 子 就 按照 它们 的 分 配 系 
数 在 两 相间 进行 分 配 。 物 质 在 动 相 里 的 溶解 度 越 高 , 它 在 纸 上 随 溶剂 移动 地 越 远 , 反 之 亦 然 。 

-常用 的 动 相 是 与 水 相 混合 的 溶剂 (例如 ;丙酮 * 工 醇 思 - 初 看 起 来 ; 在 此 条 件 下 不 能 有 分 离 作 
用 ,因为 只 有 一 相 ( 通 常 只 有 在 两 个 互 不 相 溶 的 相间 才能 进行 分 离 ) ,但 仔细 考查 一 下 层 析 纸 就 会 
清楚 , 纸 的 纤维 素 和 水 形成 一 种 络 合 物 。 这 种 络 合 物 好 象 浓缩 了 的 多 聚 糖水 溶液 。 这 种 溶液 任 
何 时 候 也 不 能 和 大 量 有 机 溶剂 混合 ,其 中 包括 能 与 水 混合 的 有 机 溶剂 : 

纸 圭 化合物 沿 溶剂 运动 方向 走 的 距离 与 溶剂 前 沿 走 的 距离 之 比 就 定义 为 那个 化 合 物 在 一 定 
的 温度 ;一 定 的 溶剂 系统 等 条 件 下 的 RR, 值 。 在 一 定 的 实验 条 件 平 ,对 于 一 定 的 化 合 物 / R, 值 是 
恒定 的 , 它 决定 于 分 配 系数 。 

纸 上 层 析 的 进行 既 可 上 行 , 也 可 下 行 , 见 图 3-5。 无 论 在 哪 种 情况 下 ， sys ec A 
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拭 底 部 ,这 样 ,溶剂 的 疗 气 就 能 使 其 中 的 空气 饱和 。 在 层 析 开 始 之 前 也 要 将 纸 放 入 抵 中 ; 进行 充 
分 平衡 ;上行 法 简单 ; 因此 常用 。 但 纸 的 长 度 受 限 制 , 通常 在 50 KAA. CRB LST 
的 速度 降低 。 使 用 下 行 法 时 , 纸 带 的 长 度 不 受 限制 ,流速 也 相当 稳定 , 比 上 行 法 快 得 多 ! 

纸 层 析 也 可 以 双向 进行 。 将 混合 物 点 在 方形 纸 的 一 角 , 并 用 溶剂 展 层 , 然后 干燥 再 用 不 同 
溶剂 以 与 第 一 向 展 层 方 向 成 直角 的 方向 展 层 。 适 当地 选择 溶剂 常常 可 以 使 复杂 的 混合 物 得 到 完 
全 的 分 离 。 例 如 从 蛋白 水 解 物 中 分 出 氨基 酸 , 如 图 3-6 所 示 。 

” 表 3-3 中 列举 了 一 些 溶剂 系统 ,这 是 用 纸 上 分 配 层 析 法 分 离 一 些 生物 物质 常用 的 。 
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图 3-5 MELT AA PT Be B) 图 3-6 溶菌 酶 水 解 液 的 双向 纸 层 析 


表 3-3 层 析 常用 的 溶剂 系统 


化 合 物 | i 0 gw . RVI) 


TET BY / BERR / 7k (40:10:50) 


a 基 酸 正 丁 醇 /吡啶 / 水 (33:33:33) 
甲醇 /吡啶 /水 (25:12:63) 
单 th 和 Bk | JE TBF / Se / 7k (50: 28:22) 
NY 2k $e AE Bp HE 氛 仿 /石油 醚 (30:70) 


通常 ， 纸 层 析 中 的 静 相 是 水 相 , 动 相 是 有 机 溶剂 。 但 某 些 化 合 物 的 分 离 以 有 机 溶剂 作 静 相 ， 
水 为 动 相 更 好 些 。 这 种 方法 叫 反 相 纸 层 析 。 SEAR RAE (EAR, SIA Birk EIA A ty 
羟基 上 Re RoR, anki, 然后 按 常规 方法 进行 层 析 。 此 法 对 某 些 非 极 性 化 谷物 有 
很 高 的 分 辩 力 。 | z 
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为 了 确定 化 合 物 在 层 析 谱 中 的 位 置 , 可 用 紫外 光 观 察 层 析 图 谱 或 用 特殊 的 试剂 喷洒 在 纸 :; 
显 色 后 确定 位 置 ; 在 用 纸 层 析 能 产生 完全 分 离 的 情况 下 ,可 将 需要 的 部 分 剪 下 来 ;然后 用 适当 的 
溶剂 洗 脱 下 来 。 但 以 此 法 制备 的 样品 的 数量 极其 有 限 。 

使 用 纸 上 层 煌 法 时 ,有 几 点 要 注意 : 

加 由 于 层 桥 是 二 个 党 全 的 层 析 柱 ,所 以 在 衣 析 谱 的 中 心 可 得 到 最 好 的 分 离 , 因 此 ,选择 溶剂 
系统 时 ,要 注意 A, 值 的 调节 。 

@ 控制 纸 上 静 相 液体 的 量 ， 如 免 使 用 水 饱和 的 系统 ，* 否则 纸 吸 收 水 的 数量 不 易 控制 ,重复 
性 很 差 。 最 好 一 开始 就 用 一 不 饱和 系统 。 设计 纸 上 层 析 手 续 时 , 也 必须 卷 虑 在 平衡 条 件 下 纸 所 
吸收 的 水 量 。 

@ 还 要 注意 纸 的 种 类 的 选择 。 有 各 种 不 同类 型 的 纸 : 慢 速 的 、 中 等 速度 的 和 快速 的 。 纸 
的 千 纤 维 吸水 的 程度 也 下 同 ; 通 常 在 115 一 195% 之 间 。 单 向 层 析 要 避免 沿 纸 纹 方向 层 析 ,因为 此 
方向 比 与 它 成 直角 的 方向 走 的 快 。 一 般 来 说 , 粗 纹 纸 比 细 纹 纸 分 离 效 果 差 , 薄 纸 比 厚 纸 更 容易 超 
载 。 | 

最 后 ,应 当 指出 , 纸 野 析 只 适用 于 氨基 酸 ; DK, AR, PR, 叶绿素 等 的 分 离 和 鉴定 , 不 
适用 于 分 子 量 大 的 蛋 自 质 的 分 离 ,用 分 配 层 析 法 分 离 大 分 子 的 例子 也 是 很 有 限 的 。 纸 层 析 有 时 
可 用 于 少量 物质 的 制备 。 

2. 柱 上 层 析 法 “ 

这 种 层 析 法 通常 用 纤维 素 作 载体 。 静 相通 常 是 水 。 为 使 分 离 成 功 ,载体 应 含有 一 定量 的 水 。 
水 合 载体 与 相应 的 互 不 混 溶 的 溶剂 混合 成 悬浮 液 , 将 此 悬浮 液 按 常 规 方法 装 柱 。 样品 溶 在 有 机 
溶剂 中 ， 证 到 桩 项 ,进行 县 析 。 有 效 分 配 系数 不 同 的 物质 ,在 往 中 以 不 同 的 速度 移动 ， Bal ve tie th 
(UE AA 从 而 达到 分 离 。 应 当 指出 ,在 柱 上 进行 分 配 层 析 时 ， 看 附 作用 也 在 起 作用 。 

三 、 逆 流 分 配 

“此 法 的 根据 是 物质 在 两 个 互 不 混 溶 的 液 相间 的 分 配 。 与 一 般 的 分 配 层 析 不 同 的 地 方 是 任 
何 一 相 也 没有 固定 在 吸附 剂 或 纸 上 , 但 其 原理 却 和 普通 的 分 配 层 析 -一样 , 即 物质 在 两 个 互 不 混 溶 
的 相间 的 分 配 系数 不 同 。 逆 流 分 配 的 相 是 溶剂 、 缓 冲 液 、 盐 和 各 种 络 合剂 的 混合 物 。 

两 个 互 不 相 溶 的 液体 放 在 试管 中 , 然后 加 入 样品 ,样品 就 在 两 相间 发 生 分 配 。 达到 平衡 后 ， 
将 上 相 移 到 另 一 试管 中 ,其 中 含有 同样 体积 的 新 鲜 下 相 ,那么 转移 过 来 的 部 分 样品 在 这 管 中 又 再 
次 进行 分 配 。 向 含有 下 相 的 第 一 个 试管 中 加 入 新 的 上 相 , 这 里 也 会 发 生 样 品 的 再 分 配 。 如 此 上 相 
和 下 相连 续 混 合 玫 次 ,每 二 次 重新 混合 后 都 发 生物 质 的 再 分 配 ; 在 实验 室 中 ,为 了 进行 这 种 分 离 ， 
征用 一 种 特制 的 逆流 分 配 仪 。 它 是 由 许多 特制 的 小 管 连接 在 一 起 的 , 样品 转移 的 次 数 可 在 很 大 
范围 内 变动 (30 一 1000 次 )。 由 于 小 管 间 的 特殊 过 接 , 只 要 简单 地 转动 ,就 可 以 使 一 管 中 的 上 相 转 
移 到 另 一 管 中 。 

物质 在 这 种 情况 下 的 分 配 系数 用 下 式 表示 ， 

溶解 在 上 相 中 物质 的 浓度 

溶解 在 下 相 中 物质 的 浓度 s 
如 果 分 配 系数 为 1 那么 50% 的 物质 处 在 上 相 ，50%6 的 物质 在 下 相 (如果 两 相 体积 相等 的 话 )。 


¢ 3D « 


从 图 3-7 中 可 以 清楚 地 看 出 ; 逆流 分 配 是 如 何 进行 的 。 长 方形 的 A 、B 分 别 代表 装 土 相 和 下 相 
的 试管 。 假 定 物质 的 分 配 系数 为 1 ,两 相 的 体积 相等 ,那么 在 第 工行 中 ,物质 在 两 相间 平衡 以 后 ， 
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图 3-7 逆流 分 配 靶 工作 原理 示意 图 


就 等 量 分 配 在 其 中 。 现 在 把 上 相 0A 移 到 新 鲜 下 相 1B 中 ,而 下 相 0B 移 到 新 鲜 上 相 1A 中 , 则 样 
品 的 分 配 情况 如 第 开行 所 示 。 下 一 次 转移 ， 即 0A 移 到 2B，,1A 移 到 1B，,0B 移 到 2A，, 这 时 样 
品 的 分 配 情况 如 图 中 之 第 亚 行 所 示 。 在 逆流 分 配 中 ,这 个 过 程 要 重复 多 次 。 如 果 如 此 转移 8 次 ， 
然后 定量 分 析 每 管 中 的 溶解 样品 在 两 相 中 的 重量 ,以 便 确定 样品 在 上 相 和 下 相 中 的 总 含量 ,结果 
得 到 了 如 图 3-8 所 示 的 分 配 情 况 。 
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图 3-8 分 配 系数 不 同 的 物质 的 首 流 分 配 图 谐 。 工 的 分 配 系数 为 0.3 、 工 为 1.0， 于 为 3.0 


从 图 中 可 以 看 出 ,所 有 管 中 均 有 桩 品 ,但 在 第 4 管 中 , 它 的 浓度 最 大 。 如 果 样 品 在 上 相 里 有 
较 大 的 溶解 度 ( 即 分 配 系数 大 于 1 ), 则 样品 向 右边 的 管 中 集 中 ( 即 向 上 相 集中 )。 车 分 配 系数 小 
于 1 ，, 则 样品 向 左边 的 管 中 ( 即 下 相 中 ) 集 中 。 从 图 3-8 中 可 见 , 经 过 8 次 转移 ， 分配 系 数 为 0.3 
和 3.0 的 两 种 物质 基本 上 可 以 得 到 分 离 。 


人 2 核酸、 特别 是 用 于 分 离 某 些 类 型 的 RNA 和 激素 。 
可 应 用 此 法 ,但 只 备 性 质 的 分 离 。 
loopstts 
1. 方法 的 原理 


从 广义 上 讲 ， 吸 附 剂 是 在 其 表面 上 有 具有“ 保留” 一定 物质 的 能 力 的 国体 。 如 果 吸 附 剂 表面 有 
很 多 小 孔 的 话 ,这 种 保留 的 能 力 就 很 强 。 应 该 说 ,吸附 层 析 作用 的 本 质 并 不 是 很 清楚 的 。 有 人 认 
为 , 吸 阶层 析 非 常 类 似 于 离子 交换 层 析 , 只 是 装 到 柱 里 的 吸附 剂 , 既 带 正 基 困 ,又 带 负 基 团 , 因此 
蛋 自 质 与 吸附 剂 间 的 作用 比 离子 交换 层 析 要 复杂 得 多 。 但 总 的 看 , 这 些 作用 力 不 外 乎 是 离子 吸 
引 、 朴 水 作用 、 范 德 华 引力 作用 和 和 氢 键 作用 等 。 应 当 指出 ,吸附 剂 对 物质 的 吸附 可 以 是 特异 性 
的 ,也 就 是 说 ,吸附 剂 能 从 混合 物 中 有 选择 地 吸附 一 种 成 分 。 各 种 物质 对 吸附 剂 吸附 程度 的 不 同 ， 
以 及 物质 在 相应 的 溶剂 中 溶解 度 的 差异 ， 这 些 就 构成 了 吸附 层 析 法 分 离 物 质 的 基础 。 而 这 些 性 
质 基本 上 是 由 物质 的 分 子 结构 决定 的 。 

2. 柱 上 层 析 法 

吸附 层 析 柱 是 用 吸附 剂 填充 的 玻璃 管 。 待 分 离 的 混合 物 上 柱 后 ,可 用 一 定 的 溶剂 (或 溶剂 混 
合 物 ) 洗 脱 。 多 数 情况 是 用 增加 溶剂 极 性 的 办 法 进行 梯度 洗 脱 ， 用 部 分 收集 器 收集 分 级 物 ， 然后 
进行 分 析 。 吸附 宰 固 的 组 分 要 用 极 性 更 强 的 溶剂 洗 脱 。 

ee da ital etree CURA. a aaa splices 磷酸 钙 , 活 性 白土 等 。 


— = 号 ~ ie 
ay 


验 室 制 备 cm Beak epee dae a, Aa. 
负电 基 团 。 这 些 负 电 基 团 同 羟基 础 灰 石 分 子 表面 的 钙 离 子 相 互 作 用 ， 其 结合 的 强度 与 净 电 从 的 
数目 有 关 ， 也 与 其 分 布 有 关 。 因 而 具有 多 个 羧基 的 多 肽 和 羟基 磷 灰 石 有 很 强 的 亲和力 。 高 碱 性 
的 多 肽 和 蛋白 质 也 能 和 羟基 础 灰 石 牢 固 结合 。 

羟基 础 灰 石 在 pH 5.5 一 10 范 围 内 是 稳定 的 ， 最 适宜 用 于 蛋白 质 的 柱 层 析 ， 层 析 手 续 与 常规 
方法 相同 。 可 用 浓度 梯度 进行 洗 脱 。 多 数 蛋 白质 用 较 低 的 克 酸 盐 缓冲 液 就 能 洗 脱 下 来 。 尽 管 它 
的 吸附 容量 较 低 (1 mg/g 温 吸附 剂 ), 但 有 时 仍 能 得 到 有 价值 的 分 离 。 不 能 用 离子 交换 或 凝 胶 过 
滤 法 分 开 的 蛋白质? 用 此 法 分 离 有 时 可 得 到 好 的 效果 。Hijerten FSI RAE AAAS iia 
生日 质 就 是 一 个 很 好 的 例子 ”2。 有 意义 的 是 , 各 组 分 洗 下 来 的 顺序 与 用 离子 交换 法 和 电 交 法 不 
一 致 。 

吸附 剂 的 选择 要 依据 具体 情况 而 定 。 选 择 吸附 剂 时 要 注意 ， 有 些 吸 附 剂 在 分 离 过程 中 对 一 
定 的 化 合 物 有 破坏 作用 ;有 些 吸 附 剂 在 保存 的 时 候 吸 收 空气 里 的 水 ;有 可 能 改变 它 的 吸附 性 质 。 
这 时 > 为 iF .除去 水 ,使 吸附 剂 活化 ,可 在 110°C 加 热 一 段 时 间 。 相 反 , 有 的 吸附 剂 由 于 有 水 存在 ， 
反而 更 有 效 。 这 是 由 于 水 参与 了 吸附 过 程 , 或 者 物质 在 不 同 的 相 中 发 生 了 分 配 。 
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吸附 层 析 不 仅 适 用 于 和 蛋白质 、 酶 .还 能 适用 于 核酸 2 .病毒 [9 

3. 薄 层 层 析 法 (ITLC) 

此 法 与 纸 层 析 很 类 似 , 原 理 与 柱 层 析 很 相似 :就 是 说 , 薄 层 层 析 也 是 吸附 层 析 ( 虽 状 在 柱 层 析 
中 分 配 过 程 也 在 起 作用 )。 吸 附 剂 通常 涂 在 玻 板 上 SREP, JAE TLO 中 的 吸附 剂 含有 
助 等 剂 , 如 硫酸 钙 , 它 能 促进 吸附 剂 固定 在 玻 板 上 先 将 吸附 剂 调 成 渴 状 悬浮 液 ，, 然后 从 板 的 一 
痕 均 匀 地 涂 到 另 一 端 , 干燥 除 水 后 , 即 有 一 野 吸 附 剂 留 在 板 上 。， 作 分 析 用 的 板 可 涂 0.25 mm 厚 
吸附 剂 , 制备 用 的 板 要 涂 5 mm 厚 吸附 剂 。 层 析 操 作法 与 纸 层 析 法 相同 ,一 般 只 采用 上 行 法 , 也 
“可 用 双向 层 析 法 。 影 响 分 辩 力 的 因素 也 与 纸 层 析 一 致 。 吸 附 剂 颗粒 的 大 小 、 均 匀 程 度 和 纸 的 纯 
维 粗细 一 样 影响 分 辩 力 。 

用 一 般 的 吸附 剂 常 不 能 分 离 复杂 的 混合 物 。 为 了 分 离 某 些 混合 物 可 采用 薄 层 银 化 法 ， 即 制 
板 时 ,将 AgNOs 加 入 吸附 剂 悬 浮 液 中 , 随 着 板 的 干燥 , 吸附 剂 浸 透 AgNOs。 此 法 主要 用 来 分 离 
脂 类 化 合 物 。 

在 这 种 分 离 中 ,ITLC 主要 是 靠 防 附 作 用 分 离 物质 的 。 但 也 有 送 样 的 吸附 剂 (如 纤维 素 粉 姑 
它 同 时 具有 吸附 性 和 分 配 物 质 的 能 力 。 用 萄 殊 制 备 的 吸附 剂 ， 可 以 使 这 个 过 程 完全 转变 成 分 配 
分 离 ， 即 和 纸 层 析 一 样 。 为 了 提高 分 离 效 率 ， 制 板 时 常用 不 同 的 缓冲 液 饱和 吸附 剂 。 表 3-4 列 
出 某 些 用 于 分 离 一 定 类 型 化 合 物 的 溶剂 系统 。 


表 3-4 


化 合 物 ae ig Fil 系 4 (V/V) 
96% C.BF/7k (70/30) 
JET 83 /BSRR/7k (80/20/20) 
be a 醋酸 乙 脂 /1- 丙 醇 (65/35) 
单 糖 和 二 糖 BER G TE TB / AM/ RARRopR,pHs 
(BEG a4. pHS) (40/50/10) 
Ahk / BK / Ra 
中 性 jE 类 | ft 胶 G | (90/10/1) 
3 fig | fE 胶 G | 氯仿 /甲醇 /水 (65/2574) 
胆 省 醇 脂 | 硅 | Da Ze / 85 (95/5) 
KAS bs | f *& + G | 石油 醚 /1- 两 醇 (99/1) 


薄 层 层 析 法 与 纸 层 析 比 较 有 如 下 优点 ; @ 层 析 系统 均匀 而 且 薄 (100 一 1000 A)， 能 适应 极 
小 量 物质 的 分 离 , 比 纸 层 析 的 灵敏 度 高 10 一 100 倍 , 因 为 薄 层 层 析 每 砷 米 所 含有 的 表 观 板 数 常 比 
纸 层 析 多 。 回 许多 介质 都 可 做 层 析 支 持 物 ,包括 无 机 物质 ,如 硅胶 . 矶 土 .氧化 铝 及 有 机 物质 , 粉 
未 纤维 素 . 聚 酰胺 等 ,这 就 增加 了 层 析 方 法 的 适应 性 。 在 用 无 机 物 的 情况 下 , 层 析 后 ,可 使 用 化 学 
反应 来 鉴定 那些 不 用 化 学 反应 很 难 鉴定 的 化 合 物 ， 如 ,用 浓 硫 酸 喷洒 在 板 上 , 然后 高 温 矶 化 ， 则 
可 在 硅胶 板 上 定 出 任 一 有 机 化 合 物 的 位 置 . @@ 藩 层 层 析 法 可 以 很 容易 地 改 成 柱 层 析 法 ,而 且 展 
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基 的 速度 比 纸 层 析 快 得 多 ,可 以 节省 时 间 。 用 挥发 性 溶剂 作 动 相 , 能 使 层 析 分 离 时 间 缩 得 到 半 小 
时 ,即使 不 用 挥发 性 溶剂 ,分 离 时 间 也 不 超过 90 分 钟 。 

蒲 层 层 析 法 的 缺点 是 , 制 板 比较 困难 , 层 析 后 从 板 上 取 下 分 离 物 也 比 纸 层 析 难 一 点 。 由 于 薄 
层 野 析 不 能 采用 下 行 法 ,所 以 层 析 谱 的 实际 长 度 受 到 严重 限制 。 显 然 , 薄 层 层 析 和 纸 层 析 都 是 很 
有 用 的 方法 。 在 一 定 的 情况 下 ,选择 哪 一 种 方法 决定 于 很 多 因素 。 现 在 ,在 市 场 上 可 以 买 到 各 种 
类 型 的 层 析 板 ,这 些 不 同 种 类 的 吸附 剂 有 的 涂 在 玻璃 上 ,有 的 涂 在 塑料 、 铝 .或 其 它 支持 物 上 。 有 
了 这 些 板 ,使 用 薄 层 层 析 法 就 更 方便 了 。 

“五 、 离 子 交换 层 析 533 

1. 方法 的 基本 原理 

离子 交换 层 析 是 一 种 常用 的 分 离 方 法 。 最 常用 的 是 使 用 各 种 类 型 的 离子 交换 剂 的 柱 层 析 
法 。 离子 交换 剂 是 通过 化 学 反应 将 带电 基 团 引入 到 惰性 支持 物 上 形成 的 。 如 果 带 电 基 团 带 负 
电 , 则 能 结合 阳离子 , 称 为 阳离子 交换 剂 ; 如 果 带 电 基 团 呈正 电 ， 则 能 结合 阴离子 , 称 为 阴离子 交 
换 剂 。 静 电 结 合 在 离子 交换 剂 上 的 离子 叫做 平衡 离子 。 此 法 的 主要 价值 在 于 可 以 找到 适当 的 条 
件 ,使 一 些 化 合 物 静电 结合 到 交换 痢 上 ,而 使 另 一 些 化 合 物 不 能 结合 到 交换 剂 上 。 生 物化 学 所 遇 
到 的 大 部 分 化 合 物 都 是 离子 型 的 ,能 溶 于 水 ,因此 ,可 用 此 法 分 离 ,提纯 这 些 化 合 物 。 

离子 交换 过 程 可 能 有 五 个 步骤 ; @ 离子 向 交换 剂 颗 粒 表面 扩散 。 在 均一 的 溶液 中 , 这 个 过 
PET RR. D 离子 在 交换 剂 颗 粒 内 部 向 它 的 带电 部 分 扩散 。 扩散 的 速度 取决 于 交换 剂 的 交 
联 度 和 溶液 的 浓度 。 这 一 步 是 整个 离子 交换 过 程 中 限制 速度 的 一 步 。 @@ 离子 在 交换 剂 的 带电 
部 分 进行 交换 。 这 一 步 能 瞬间 发 生 且 呈 平衡 关系 。 如 果 是 阳离子 交换 剂 , 则 有 如 下 平衡 ， 

BXxch, X* ==EXch> + X* 
Exeh? +'Z'=—EXch, Z* 

EXch- 是 阳离子 交换 剂 ,X+、Z+ 是 阳离子 。 对 于 阴离子 交换 剂 也 有 类 似 的 交换 过 程 。 被 交 
换 离子 的 电荷 密度 越 大 , 它 与 交换 剂 的 结合 越 牢固 , 其 它 的 离子 越 难于 替换 它 。 @ 被 交换 的 离 
子 通过 交换 剂 扩散 到 交换 剂 表面 。@ 用 洗 脱 液 脱 附 ,被 交换 的 离子 扩散 到 周围 的 溶液 中 。 

第 图 步 中 的 离子 交换 平衡 受 缓冲 液 的 pH 和 离子 强度 的 影响 。 适当 地 改变 pH, aR PY, 
结合 上 去 的 离子 可 以 被 重新 置换 出 来 。 刚 才 已 经 说 过 ,Z+ 与 EXch- 结合 的 强度 取决 于 Z+ 所 带 
的 电荷 量 。 电 荷 越 多 , 洗 脱 它们 所 需 之 X+ 的 浓度 越 高 。 当 用 改变 pH 的 方法 来 洗 脱 它们 时 ,这 
种 结合 的 强度 就 取决 于 结合 离子 (Z+) 的 pK 值 。 离 子 的 pK 值 越 高 , 则 洗 脱 它们 的 洗 脱 液 的 PH 
值 越 要 高 。 由 于 各 种 离子 所 带电 荷 的 多 少 不 同 ,它们 对 交换 剂 的 亲和力 就 有 差异 ,因此 由 柱 上 洗 
下 来 的 顺序 就 有 先 有 后 ,从 而 达到 分 离 的 目的 。 

迄今 ,我 们 只 考虑 一 种 形式 的 带电 情况 ,对 于 氨基 酸 、 蛋 白质 也 是 同样 的 道理 ,因为 它们 的 分 
子 既 带 正 电 基 团 , 也 带 负 电 基 团 , 所 以 阴 、 阳 离子 交换 剂 均 能 结合 它们 。 如 果 提 高 pH, 这 些 分 子 
带 负 电 ; 降 低 pH , 则 带 正 电 ;在 其 等 电 点 处 ,分 子 含 相等 数目 的 正 ` 负 电荷 。 这 个 性 质 对 蛋白 质 的 
提纯 有 很 大 好 处 。 例 如 ,可 以 将 蛋白 质 混合 物 的 pH 调 到 某 一 点 ,在 此 pH 下 ,所 要 的 那个 蛋白 质 
的 行为 表现 得 和 阳离子 一 样 ,这 时 ,如 果 混 合 物 在 阳离子 交换 剂 上 层 析 , 则 很 多 阴离子 蛋白 质 就 
可 除去 。 此 后 ,提高 pH, 将 所 要 蛋 自 质变 成 它 的 阴离子 形式 , 再 在 阴离子 交换 剂 上 层 析 , 这 样 又 
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可 除去 好 多 阳离子 成 分 。 应 当 指出 , 即使 混合 物 的 p 下 不 能 改变 , 连续 在 阴 、 阳 离子 交换 剂 上 层 
析 , 也 能 得 到 很 大 程度 的 提纯 。 

2. 离子 交换 剂 的 基本 类 型 

在 生物 大 分 子 的 层 析 中 所 用 的 离子 交换 剂 主要 有 四 种 类 型 : : 带 有 离子 基 团 的 交 联 度 很 高 的 
球状 合成 树脂 (离子 交换 树脂 ); 带 有 离子 基 团 的 纤维 素 粉 (离子 交换 纤维 素 六 带 有 离子 基 团 的 球 
形 交 联 多 糖 ( 交 联 葡 聚 糖 离子 交换 剂 ); 最 后 一 种 是 涂 有 离子 物质 的 粉 状 材料 ( 闪 有 甲 基 化 的 血清 
白 蛋白 或 组 蛋白 的 硅 菠 土 或 硅胶 ), 这 是 一 种 特殊 类 型 的 离子 交换 剂 , 主要 用 来 分 离 核 酸 旦 2， 这 
里 略 去 不 谈 ， 前 三 种 离子 交换 剂 的 物理 和 化 学 性 质 列 于 表 3-5 和 3-6、 附 录 四 五 中 吕 

(一 ) 离子 交换 树脂 

FRA ATG Ck RIGA Amberlite IRC 50) 是 甲 基 琴 烯 酸 与 二 乙烯 茱 交 联 而 成 的 坠 合 物 。 
它们 主要 以 钠 盐 型 、 久 盐 型 使 用 ,有 时 也 以 饥 盐 或 钙 盐 型 使 用 。Amberlite IRC 50 交 联 度 很 高 ， 
只 能 在 颗粒 表面 吸附 蛋 入 质 ; 因 此 , 它 结 合 离子 型 大 分 子 的 容量 低 ese EA A LS 
克 重 白质 ), 但 它 的 缓冲 容量 大 ,微小 的 pH 变化 不 能 影响 它 对 大 分 子 的 吸附 5 由 于 这 个 优点 ,有 
时 和 蛋白 质 样 品 在 上 柱 前 可 以 不 必 对 起 始 组 冲 液 透析 。 属 于 这 类 的 还 有 Bio-Rex 70, Zeocarb 226, 
这 是 一 种 弱酸 型 的 离子 交换 树脂 ,主要 用 来 层 析 分 离 蛋 白质 -2。 oe . 

Wa A YG (Dowex 50) 是 闲 乙 烯 和 不 同比 例 的 二 乙烯 葵 交 联 ， 然 后 磺 化 而 成 的 球状 聚合 
物 ,如 下 式 所 示 : 


—CH. CH CS 
| | 


jp jo 
CH=CH, (CH CH? C) | | 
| VY X 


oS eee 
: VY 
/ z 
Cur. CH,—CHCH= CH 4 
| | 


A A 
| | +S05-H,SO,—> | | 
NU 一 S05H 
| | 


CH cH | eH ct 
: 
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交 联 度 常用 X-1.X-2.X-4.…' 等 符号 来 表示 。 数 字 表示 二 乙烯 茉 的 百 分 含 量 。 由 于 交 联 诬 
的 增加 .树脂 的 通 透 性 降低 , 但 树脂 的 交换 容量 提高 了 ，, 即 单位 重量 树脂 结合 离子 的 量 增加 了 。 
同时 央 刚 的 选择 性 也 提高 了 。 交 联 度 的 增加 使 离子 平衡 的 时 间 增 加 ， 因为 通过 树脂 的 扩散 速度 
降低 了 。 选 择 合适 的 交 联 度 通 常 是 在 高 交 联 度 和 低 交 联 度 之 间 来 一 个 折衷 ， 作 为 起 点 常用 8% 
的 交 联 度 ， 赂 于 此 类 的 树脂 还 有 :， Zeocarb 225, Amberlite IR 120 ，Bio-Rad AG 50。 这 是 一 
种 强酸 型 的 峙 脂 , 通 常 以 钠 盐 形式 使 用 cs59。 这 种 树脂 不 适用 于 蛋白 质 的 层 折 ， 但 用 它们 来 分 离 
肽 却 能 得 到 很 好 的 结果 。 

带 有 季 胶 离子 的 树脂 (Dowex 1) 是 由 交 联 的 聚 苯 乙烯 与 氯 甲 醚 反应 , 然后 毛 基 与 季 胺 反应 
而 制 成 的 。 其 中 的 一 CHN+(CHs)aC13 基 团 , 除 了 在 很 碱 的 pH 值 以 外 都 能 离子 化 ,因此 , 这 是 一 
种 强 碱 性 的 离子 交换 树脂 。 属于 此 类 的 还 有 Dowex 2,Bio-Rad AG-T 和 AG2。 这 类 树脂 在 
大 多 数 情况 下 是 以 醋酸 盐 的 形式 使 用 的 255， 并 用 层 析 的 起 始 缓冲 液 平衡 。 这 类 树脂 在 肽 的 分 
离 上 很 有 价值 。 

离子 交换 树脂 上 的 带电 基 团 都 是 通过 化 学 反应 引入 到 支持 物 上 的 。 这 些 带 电 基 团 的 酸性 或 
碱 性 的 强度 以 及 单位 体积 树脂 里 所 含 带电 基 团 的 数目 就 决定 了 离子 交换 树脂 的 束缚 种 类 和 束缚 
强度 。 例如 ,引入 强酸 性 基 团 ,如 磺 酸 , 则 产生 的 树脂 具有 高 的 电荷 密度 , 它 能 强烈 地 束缚 阳 离 
子 : 若 引入 弱酸 性 或 弱 碱 性 基 团 ， 则 产生 的 树脂 的 电荷 情况 就 取决 于 溶液 环境 的 pH 值 。 一 般 是 
根据 束缚 的 强度 去 选择 合适 类 型 的 功能 基 团 和 单位 体积 树脂 的 电荷 数目 (电荷 密度 )。 如 果 有 一 
种 离子 , 对 pH 和 离子 强度 的 变化 不 敏感 ， 那 就 可 以 使 用 高 电荷 密度 的 强酸 型 或 强 碱 型 树脂 , 如 
果 所 要 的 那个 离子 对 这 些 变化 敏感 的 话 , 则 要 用 较 弱 的 低 电 荷 密度 的 树脂 , CRE, 这 些 离子 就 可 
用 温和 得 多 pH 和 离子 强度 条 件 来 洗 脱 。 如 果 已 经 看 到 一 定 离子 与 树脂 间 的 束缚 是 不 可 逆 的 ， 
那 就 要 改 用 低 电 荷 密度 的 弱酸 或 弱 碱 性 树脂 。 这 种 现 象 在 分 离 具有 高 电荷 密度 的 大 分 子 时 常 
有 。 因 此 ,在 大 多 数 情况 下 ;对 大 分 子 要 避免 使 用 聚 苯 乙 烯 树脂 。 

树脂 颗粒 的 大 小 与 流速 、 平 衡 时 间 、 交 换 容 量 有 关 。 颗 粒 越 小 ,交换 容量 越 大 ,达到 站 衡 的 时 

间 越 长 ,流速 越 低 。 通 常 100 一 200 目的 颗粒 适合 于 大 多 数 的 分 析 上 的 应 用 。 对 于 大 量 的 低 分 辩 
力 的 分 离 可 用 更 天 些 的 颗粒 。 
”离子 交换 树脂 在 有 蛋白质、 核酸 上 虽然 也 有 应 用 , 但 因为 它 有 如 下 缺点 , 所 以 ,在 蛋白 质 、 核 栈 
的 分 离 上 较 少 应 用 。 这 些 缺 点 是 ， @ 由 于 交 联 树脂 孔 很 小 , 大 分 子 不 能 进入 内 部 ,只 能 在 树脂 
表面 吸附 ,所 以 交换 容量 小 ,加 树脂 的 离子 交换 基 团 排列 很 密 , 对 蛋白 质 吸附 太 牢 ,一 经 结合 上 
去 就 很 难 洗 脱 下 来 ,用 删 烈 条 御 洗 脱 又 容易 引起 蛋白 质变 性 ， 国 树脂 的 疏水 性 强 , 溶 胀 性 差 、 蛋 
白质 与 树脂 间 的 疏水 直 互 作用 也 容易 引起 蛋白 质变 性 。 但 这 些 缺 点 被 离子 交换 纤维 素 的 制 成 所 
克服 。 

(=) 离子 交换 纤维 素 

离子 交换 纤维 素 是 采用 纤维 素 作为 支持 介质 的 。 这 种 纤维 素 是 从 棉花 、 软 木 和 硬木 中 分 离 
出 来 的 。 离 子 交 换 纤 维 素 广泛 应 用 于 大 分 子 的 分 离 , 是 由 于 它 具 有 松散 的 亲 水 性 网 络 ,有 较 大 的 
表面 积 , 大 分 子 可 以 自由 通过 。 因 此 ,对 于 蛋白 质 来 说 , 它 具 有 很 大 的 吸附 容量 cs6, 较 好 的 通 透 
性 ， 同 时 由 于 组 成 纤维 考 的 贸 残 其 的 羟基 被 取代 的 百分比 较 低 , 因 此 ,产生 的 离子 交换 纤维 素 的 
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电荷 密度 比 Dowex 低 得 多 , 所 以 洗 脱 条 件 温 和 ,回收 率 高 。 可 以 说 ， 离子 交 换 纤维 素 的 出 现 ,对 
酶 和 其 它 蛋 白质 的 层 析 提纯 是 个 重大 改进 。 

离子 交换 纤维 素 有 两 种 类 型 : 阳离子 交换 纤维 素 和 阴离子 交换 纤维 素 。 关于 这 些 交 换 剂 的 
结构 式 和 某 些 性 质 列 于 表 3-5 中 。 目 前 经 常 使 用 的 有 以 下 几 种 :DEAE- 纤 维 素 是 中 等 强 的 阴 离 
子 交 换 剂 ; ECTEOLA 是 很 弱 的 弱 碱 型 离子 交换 剂 ; CM- 纤 维 素 是 弱酸 型 的 , P- 纤 维 素 和 SSE- 
纤维 素 是 强酸 型 的 。 离 子 交 换 纤维 素 的 大 多 数 离子 基 团 都 能 有 效 地 吸附 离子 化 的 大 分 子 。 和 高 
子 交 换 树脂 相 比 ,单位 重量 的 离子 交换 纤维 素 具 有 较 少 的 离子 基 团 (0.3 一 1.0 毫 死 当 量 / 每 克 于 
看 ), 因 此 , 盐 浓 度 的 微小 变化 会 直接 影响 它 对 大 分 子 的 吸附 容量 。 


表 3-5 离子 交换 纤维 素 


在 下 列 溶液 中 的 PK {fi 
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se | | 
阴 Hi 
id yy | ECTEOLA 纤维 素 | ECTEOLA- 纤 维 素 
过 对 氨基 某 甲 基 纤维 素 | PAB- 纤 维 过 0.2 一 0.5 | 
换 = 
if a Pari ae TEAE- 纤 维 素 0.8 季 碱 | | 
素 = 

碱 qe te TMAE- 纤 维 素 0.3 季 碱 | | 


| 
| 
| 
氨基 乙 基 纤 维 素 = AE- 纤 维 素 | 
| 
| 
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离子 交换 纤维 素 按 其 纤维 的 长 短 又 可 分 为 两 类 。 长 纤维 的 离子 交换 纤维 素 , 适用 于 制备 层 
析 ; 短 纤维 的 适用 于 分 析 层 析 。 最 近 有 一 种 新 型 的 离子 交换 纤维 素 , 叫做 微 球 型 纤维 ,已 经 开始 
使 用 。 它 不 同 于 老式 的 纤维 状 的 离子 交换 纤维 素 。 它 的 纤维 素 经 过 处 理 , 除去 了 纤维 素 的 无 定 
形 部 分 ， 仅 剩 下 大 小 比较 均一 的 微 晶 形 部 分 。 这 部 分 经 过 化 学 交 联 , 可 以 防止 过 度 膨 胀 ,并 产生 
稠密 的 棒 形 颗粒 ,这 种 颗粒 能 提高 柱 的 容量 和 电荷 密度 。 因 此 ,这 种 交换 剂 所 具有 的 实际 效应 与 
Dowex 增加 交 联 度 的 效应 一 样 。 

在 实际 使 用 中 ,究竟 使 用 哪 种 离子 交换 纤维 素 , 要 根据 具体 情况 。 例 如 :如 果 样 品 不 稳定 ,为 
了 减少 样品 与 纤维 素 的 接触 时 间 , 要 用 分 辩 力 较 低 的 纤维 状 离子 交换 纤维 素 ,， 因 为 它 的 流速 较 
高 。 这 时 就 必须 放弃 微 球形 离子 交换 纤维 素 的 高 分 辩 力 。 

(三 ) 离子 交换 凝 胶 

这 类 交换 剂 的 生产 与 离子 交换 纤维 素 的 生产 类 似 , 只 是 支持 介质 一 一 纤维 素 被 葡 聚 糖 或 聚 

四 46 ° 


再 烯 酰 胺 的 小 颗粒 所 代 赫 .已 生产 的 类 型 有 :DEAE-Sephadex、CM-Sephadex 和 SE-Sephadex。 
与 离子 交换 纤维 素 相 比 , 这 种 交换 剂 是 高 度 交 联 的 葡 聚 糖 。 每 克 干 重 具 有 相当 多 的 带电 基 团 。 
总 容量 比 常 用 的 离子 交换 纤维 素 高 3 一 4 倍 。 由 于 容量 高 ,所 以 必须 以 盐 的 形式 保存 它们 。 球 形 
的 交 联 葡 聚 糖 比 纤维 状 的 离子 交换 纤维 素 更 易 使 柱 装 得 均匀 。Sephadex 离子 交换 剂 在 使 用 前 
要 先 变 成 游离 碱 型 (阴离子 交换 剂 ) 或 游离 酸 型 (阳离子 交换 剂 ) ,然后 立即 转变 成 适当 的 盐 型 ,最 
后 用 层 析 的 起 始 缓冲 液 简 衡 。 关于 此 类 交换 剂 的 物理 、 化 学 性 质 列 于 表 3-6 中 。 这 些 交换 剂 的 
优点 是 ,它们 既 能 根据 分 子 的 电荷 多 少 进行 分 离 , 又 能 根据 分 子 的 大 小 (分 子 筛 作用) 进行 分 离 。 
应 当 指出 ,对 分 子 量 大 于 200,000 的 蛋白 质 来 说 ,这 类 交换 剂 的 分 子 得 作用 就 不 起 什么 作用 了 。 


表 3-6， 交 联 葡 聚 糖 离 子 交 换 剂 的 有 关 数 据 


= | 交换 容量 | 固定 血红 蛋白 的 容量 
j x 合理 xe 1 
商品 名 Ot 活 性 基 | 型 式 | (4 it / 58) (58/58) 
DEAE-Sephadex A-25 ~C,H,; 
—O—CH,—CH,—N Cle 3 一 4 0.5 
( 弱 碱 型 ) A-50 “CH, 
QAE-Sephadex A-25 Tee ae 0.3 
ee aes cl- 33.4 
| ~C.Hs é 
(Bm) A-50 CH,—CHOH—CH, 6 
CM-Sephadex C25 Ligeia 
—O—CH,—COOH Nat 4—5 
(弱酸 型 ) C-50 4.7 一 7.0 
SE-Sephadex C-25 O.2—0.7 
—O—CH,—CH,—SO,H Nat 2—2 . 6 
(Be) C-50- 2.4 一 3.0 


3. 离子 交换 柱 层 析 的 程序 

(一 ) 离子 交换 剂 的 选择 

在 叙述 离子 交换 剂 的 类 型 时 ,已 经 粗略 地 谈 到 了 这 个 问题 ,这 里 再 补充 说 明 几 点 。 选 择 离子 
交换 剂 要 考虑 被 分 离 物质 带 有 什么 样 的 电荷 、 分 子 的 大 小 、 物 理化 学 性 质 , 它 所 处 的 环境 等 因素 ， 
然后 ,根据 这 些 性 质 去 选择 合适 的 交换 剂 。 如 果 对 被 分 离 物质 的 性 质 不 甚 了 解 , 那 就 要 通过 预备 
实验 来 完成 交换 剂 的 选择 。 对 于 阳离子 交换 树脂 ,应 用 较 广 的 是 磺 酸 型 。 它 在 酸 、 碱 、 中 性 溶液 
中 均 可 使 用 , 绝 大 多 数 小 的 离子 均 可 交换 ,但 大 分 子 离子 不 能 交换 。 含 有 葵 酚 的 磺 酸 型 树脂 不 宣 
在 碱 性 溶液 中 使 用 。 对 于 阴离子 交换 树脂 也 是 强 碱 型 应 用 广泛 。 在 酸性 溶液 中 , 强 碱 型 与 弱 碱 
型 均 可 使 用 , 碱 性 溶液 中 则 只 有 强 碱 型 树脂 适用 。 

对 于 离子 交换 纤维 素 的 选择 最 实际 的 办 法 是 用 两 种 常用 的 离子 交换 剂 分 别 进行 试验 。 通 “ 
常用 工 毫 升 的 小 柱 ,在 低 盐 浓度 下 (0.05 MI ) 用 DEAE- 纤 维 素 (PH 8) 或 用 CM- 纤 维 素 (pH 6) 进 
行 试 验 。 大 多 数 蛋 白质 可 被 二 者 中 的 一 个 吸附 ,或 二 者 均 吸 附 。 如 果 都 不 吸附 ,可 再 降低 盐 浓 度 
至 几乎 近 于 零 。 如 能 吸附 , 则 可 用 那 种 交换 剂 进行 层 析 分 离 。 理想 的 情况 是 ,能 吸附 , 但 吸 得 不 
AE, 便于 下 一 步 洗 脱 。 对 于 吸 得 太 牢 , 不 易 洗 脱 的 物质 , 可 改 用 交换 当量 较 小 的 交换 剂 , 如 ， 
ECTEOLA- 纤 维 素 , 它 是 一 种 具有 弱 解 离 基 的 交换 剂 。 相 应 的 弱 解 离 的 阳离子 交换 纤维 素 现 在 
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还 没有 ;可 用 CM -纤维 素 在 极 低 pH 下 进行 层 析 。 这 样 就 降低 了 CM- 基 的 解 离 度 ， 从 而 降低 其 
< 换 当 量 。 若 需 要 在 极 低 或 极 高 pH 下 进行 层 析 时 ， 在 pH 3.0 以 下 可 用 p- 纤 维 素 或 SE- 纾 维 
素 ; 在 pH 10 以 上 时 ,可 用 GE- 纤 维 素 。 

确定 了 层 析 所 用 的 交换 剂 的 类 型 以 后 , 还 要 对 交换 剂 的 粒子 大 小 进行 选择 。 粒子 夫 水 主要 
影响 分 辨 力 和 流速 。 粗 粒子 装 柱 不 紧密 ,单位 体积 的 交换 容量 小 ; 而 且 间 陵 大 了 容易 引起 区 带 分 
散 ,所 以 分 辩 力 低 ,但 流速 较 快 。 细 和 粒子 分 辩 力 高 ,交换 容量 大 ,但 缺点 是 流速 慢 。 要 求 高 分 辩 力 
时 , 则 采用 细 和 粒子 ;要 求 高 速度 ,或 阶段 洗 脱 时 , 区 带宽 一 些 也 没有 多 大 妨害 时 ,可 用 粗 粒子 另 
外 , 压 柱 的 规模 也 有 关系 , 粗 粒 子 不 适 于 装 坟 小 的 柱 (直径 1 厘米 以 下 ), 细 粒子 适 于 装 小 柱 ! 直 径 
1 毫米 的 柱 也 可 以 。 

(=) 离子 交换 划 的 准备 ers Bee 

准备 就 是 将 交换 剂 变 成 适 于 分 离 各 类 离子 的 形式 。 离 子 交 换 剂 的 准备 应 当 包括 以 下 四 步 : 
人 @@ 除去 交换 剂 中 的 杂质 。 这 是 由 于 制作 时 提纯 不 够 ,即使 提 得 很 纯 ,在 贮存 时 也 会 有 少量 分 解 。 
O 交换 剂 的 溶 胀 “ 通过 这 一 步 使 交换 剂 的 带电 基 团 更 多 地 暴露 在 溶液 中 。@@ 除去 交换 剂 中 的 
很 小 的 细 粒 ， 否则 将 影响 流速 。@ 离子 交换 剂 的 平衡 离子 转变 成 所 需要 的 形式 ; 即 改 型 5 对 于 
凝 胶 型 的 交换 剂 只 需要 后 二 步 ,其 它 类 型 的 交换 剂 必 须 经 过 所 有 这 四 步 处 理 。 

一 般 的 交换 剂 常 含有 水 不 溶性 的 杂质 ,即使 交换 剂 的 纯 谍 较 高 (如 DE-52)， 在 贮存 时 也 要 经 
受 氧化 降解 ,所 以 ,使 用 前 要 充分 洗涤 。 洗 的 目的 主要 是 除去 内 质 。 对 于 聚 茉 己 韦 型 或 基 酚 型 的 
树脂 可 用 水 、 盐 酸 、 碱 乙醇 洗 , 最 后 用 高 浓度 的 平衡 离子 洗 。 一 般 的 步 又 是 干 树脂 用 水 浸泡 2 
小 时 ,除去 水 , 再 用 无 离子 水 洗 至 汪 清 ,去 水 后 在 4 倍 量 的 2. HCL 中 洗 坏 小 时 5 除去 酸 ， 用 水 
洗 至 中 性 ,去 水 后 ,再 加 4 倍 量 的 2 NW NaOH 洗 4 小时。 除去 碱 ,用 水 洗 至 中 性 。 必 要 时 用 乙醇 
BE. | mak 

纤维 素 是 单 糖 的 多 聚 物 ,其 羟基 被 带电 基 团 所 取代 。 干 燥 时 ; AE ARE oe aS 
基 结 合 在 一 起 ,结果 形成 浓密 堆积 的 糖 聚合 物 ,许多 功能 基 团 被 埋 起 来 。 当 将 纤维 素 悬 笃 于 水 中 
时 ,这些 少 量 的 氢 键 被 破坏 。 完 全 及 胀 需要 用 更 强 的 条 件 处 理 , 即 悬浮 于 强酸 或 强 碱 洲 液 币 ， 通 
常 是 0.5 N 的 HCl 和 NaOH, 操作 步骤 与 树脂 的 洗涤 相同 。 对 阳离子 交 钦 纤维 索 则 对 用 55 
N NaOH 洗 ,然后 用 8s.5 N HCI 洗 ;对 阴离子 交换 纤维 素 则 先 用 HCl 洗 后 ,用 NaOH 洗 。 每 次 
洗涤 后 ,要 用 大 量 水 洗 至 中 性 。 有 时 这 个 过 程 要 重复 几 次 "要 除去 牢固 吸附 在 交 拨 多 是 巩 末 质 
这 一 步 是 必须 的 。 


Re 岁 


除去 交换 剂 中 细 粒 的 办 法 有 是 将 交换 剂 悬浮 于 大 体积 的 水 中 , 待 90 一 95% 倾 


去 沉降 慢 的 部 分 ,否则 柱 的 流速 要 慢 ,分辩 力 也 差 。 

最 后 是 用 适当 的 平衡 冤 子 平衡 ,也 就 是 交换 剂 的 改 型 。 所 谓 改 型, 也 就 是 使 交换 济 名 下 所 着 
望 的 离子 。 通 常 是 让 大 体积 \ 高 浓度 的 平衡 离子 溶液 通过 交换 剂 。 如 ,希望 阳离子 交 腑 剂 带 正 
Na , 则 用 NaOH 溶液 处 理 它 ;如 希望 阴离子 交换 剂 带 上 CI-, 则 用 ICL 溶液 处 理 它 , 改 型 后 } 过 
量 的 部 分 用 水 或 稀 缓冲 液 洗 脱 除去 ,也 有 用 层 析 的 起 始 缓冲 液 平衡 ,除去 过 量 部 分 ;经 过 这 样 处 
理 的 交换 剂 就 可 以 使 用 了 。 

还 有 一 个 重要 的 层 析 条 件 需要 考虑 , 即 层 析 时 的 pH。 维 持 层 析 介 质 的 pH 通常 是 用 组 冲 液 
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来 实现 的 。 对 于 缓冲 液 的 选择 总 要 考虑 如 下 四 个 因素 : ,对 阴离子 交换 剂 应 当 用 阳离子 缓冲 
液 ; 对 阳离子 交换 剂 应 用 阴离子 缓冲 液 。 如 果 缓 冲 液 的 离 也 电荷 与 离子 交换 剂 所 带电 荷 相 反 ,, 那 
它 就 参加 离子 交换 过 程 ， 并 降低 离子 交换 剂 的 缓 神 容量 ,引起 PH At, @ VERY PHAR 
于 被 分 离 物质 的 等 电 点 ,稳定 性 和 溶解 度 , 也 要 根据 交换 剂 解 离 基 团 的 PK 值 。 用 阴离子 交换 剂 
要 在 低 于 其 pK 值 的 范围 内 层 析 ;用 阳离子 交换 剂 要 在 高 于 其 pK 值 的 范围 内 层 析 。 总 之 ,缓冲 
系统 的 pH 值 要 这 样 来 选择 ,在 这 个 PH 值 , 要 分 离 的 离子 所 带 的 电荷 种 类 与 离子 交换 剂 的 平衡 
离子 所 带电 荷 种 类 相同 。 对 于 等 电 点 在 层 析 的 pH 范围 内 的 蛋 自 质 这 个 考虑 特别 重要 。G@; 组 
冲 液 离子 的 pK 值 要 在 所 要 用 的 PH 值 附近 ( 士 0.7 之 闻 ) 这 样本 能 有 较 高 的 缓冲 能 力 , 否则 ,组 
wba EK, pH 可 能 改变 , 出 现 pH 交错 界面 , 产生 假 峰 。 外 |; 缓冲 系统 的 选择 应 不 影响 被 分 离 物 
的 活性 、 溶解度 ， 不 干扰 其 分 析 , 被 分 离 物 需 要 制 成 不 含 盐 的 于 样品 时 ， 以 用 挥发 性 缓冲 液 为 
io 

(=) HEB | 

ERBACHER BAABATEA HDA: BREDRE SAR; LARA Ks 
所 采用 的 洗 脱 梯 度 的 形状 和 洗 脱 液 量 的 多 少 ; 洗 脱 速度 ;分 级 物 收 集 量 的 多 少 。 

所 用 交换 剂 的 体积 ,也 就 是 装 在 柱 中 的 交换 剂 的 体积 (一 般 叫 柱 床 体积 ) ,至 少 要 比 束 缚 所 有 
样品 所 需要 的 还 要 大 2 一 5 倍 。 柱 的 形状 一 般 以 直径 与 高 度 之 比 为 汪 :15 WH WAR A 1:10— 
1:30 的 ;总 之 , 柱 形 应 根据 层 析 条 件 和 需要 而 定 ; 当 洗 脱 过 程 中 梯度 的 变化 比较 剧烈 时 (如 阶段 
梯度 洗 脱 )7 则 不 能 用 过 长 的 柱 , 否 则 区 带 扩散 较 宽 ,降低 分 辩 力 区 带 变 宽 的 程度 与 柱 形 状 有 关 : 
细 长 桩 的 分 辩 力 显著 低 于 直径 与 高 度 之 比较 高 的 柱 ; 分 辨 力 降低 的 原因 是 ， 洗 脱 过 程 中 存在 着 
梯度 的 急剧 变化 。 当 平衡 离子 的 浓度 高 得 足以 置换 吸附 离子 的 时 候 , 此 离子 就 从 柱 止 下 来 ,而 且 
它 的 移动 速度 与 溶液 移动 速度 相同 ， 因 为 这 时 这 些 离子 在 溶液 中 是 自由 的 。 如 果 从 吸附 点 到 收 
集 点 须 走 很 长 距离 ,那么 每 一 个 吸附 物质 都 有 扩散 的 机 会 ,因此 形成 的 峰 带 就 宽 ， 特 别 是 在 分 离 
静电 衔 很 不 同 的 物质 时 更 是 这 样 。 因此 ， 如 果 必 须 增 加 离子 交换 剂 的 体积 的 话 ” 应 增加 柱 的 直 
#2 | 

但 也 有 另外 一 种 情况 ， 增加 柱 长 能 增加 分 辩 力 这 时 是 用 连续 梯度 洗 脱 ,而 不 是 用 急剧 增加 
的 梯度 洗 脱 。 在 这 种 情况 下 ， 洗 脱 液 盐 浓度 应 这 样 选择 ， 洗 脱 液 盐 离 子 束 缚 柱 上 的 程度 与 要 分 
离 的 物质 同等 。 这 样 , 当 所 要 蛋白 质 在 柱 上 被 移动 时 ,它们 就 有 很 好 的 机 会 重新 束缚 于 离子 交换 
剂 上 。 样 品 重新 束缚 的 机 会 如 何 取决 于 束缚 的 强度 。 如 果 稍 微 不 同 的 样品 重新 束缚 于 离子 交换 
剂 灶 的 次 数 增加 ,那么 它们 之 间 的 微小 差别 就 可 以 在 柱 上 表现 出 来 。 因 此 ,增加 柱 长 ， 由 于 被 分 
离 物 重新 束缚 在 交换 剂 上 的 次 数 增 加 ;因而 分 辨 力也 增加 。 不 过 这 时 要 注意 ,流速 也 不 能 过 快 。 

处 理 好 的 交换 剂 在 装 入 层 析 柱 时 , 装 的 好 坏 对 层 析 效 果 影 响 很 大 。 对 装 柱 的 要 求 是 ,交换 剂 
在 柱 中 分 布 的 要 均匀 ,严防 有 节 和 气泡 产生 。 注 总 沉积 表面 要 平 。 一 般 用 重力 沉降 法 装 柱 , 必 要 
时 用 加 压 法 装 柱 。 详 细 操作 请 参见 文献 [37]。 

@ 上 柱 样 品 的 准备 与 量 的 大 小 
样品 应 与 起 始 缓冲 液 具有 相同 的 pH 和 离子 强度 。 可 用 透析 ! 凝 胶 过 滤 或 稀释 法 处 理 。 前 两 
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Mons 前 面 已 经 介绍 过 。 稀 释 法 是 先 将 样品 溶液 调 到 所 需要 的 pH A. 然后 加 水 稀释 至 与 起 始 
缓冲 液 具有 相同 的 电导 度 。 这 个 方法 对 于 洗 脱 液 的 前 一 部 分 的 分 辨 力 要 求 不 高 时 ,可 以 使 用 。 加 
样 的 体积 一 般 关 系 不 大 ,但 上 柱 前 样品 应 离心 除去 不 溶 物 ,否则 容易 将 柱 堵 住 。 用 缓冲 容量 天 的 
离子 交换 剂 〈 如 羧 酸 型 ) 进行 的 层 析 ， 有 时 可 以 免 去 这 一 步 。 

寺 样 量 的 大 小 取决 于 实验 目的 、 样 品 中 所 要 物质 的 浓度 以 及 它 对 交换 剂 的 亲和力 。 当 所 要 
物质 在 样品 中 含量 很 低 , 但 对 交换 剂 亲和力 很 大 ,这 时 为 了 浓缩 富 集 ， 可 以 将 几 倍 于 柱 床 体积 的 
样品 通过 柱 ,直到 该 成 分 饱和 为 止 。 然 后 将 它 从 柱 上 洗 下 来 。 当 要 求 高 分 辩 力 时 ,加 样 时 紧密 吸 
险 的 区 带 不 应 超过 柱 床 体积 的 10% 。 有 色 蛋 白质 可 以 看 到 , 无 色 蛋 白质 则 要 根据 其 吸附 容量 来 
计算 写 一 般 可 用 蛋白 质 ， 纤 维 素 =1:10 的 比例 作 初 步 试 验 。 阶 段 梯度 洗 脱 时 ， 加 样 量 可 以 相当 : 
夫 ， 因 为 这 时 解吸 和 再 吸附 的 过 程 是 不 重要 的 。 但 是 紧密 吸附 的 区 带 也 不 应 超过 柱 床 体积 的 一 
2 

加 样 的 方法 是 ,排除 床 表面 的 缓冲 液 ,用 移 液 管 加 样 时 ， 其 尖端 接触 柱 内 壁 并 在 离 床 表面 数 
毫米 处 , 随 吉 随 沿 柱 内 壁 转动 一 周 ,然后 迅速 移 至 中 心 ， 使 样品 尽快 分 布 于 全 表面 ， 然 后 打开 出 
口 ,继续 加 样 , 待 样品 全 部 进入 床 内 后 ,以 少量 起 始 缓冲 液 (0.5 一 1 毫升 ) 冲 洗 内 壁 数 次 ， 再 加 足 
缓冲 液 : 开 始 洗 脱 。 加 样 时 要 注意 不 要 把 床 表 面 破坏 ,否则 , 层 析 区 带 会 不 整齐 。 如 有 破坏 ,可 搅 
起 数 毫 米 交换 剂 ,使 共 自 然 沉降 平 正 为 止 。 

) 洗 脱 梯度 的 形状 和 洗 脱 液 量 的 多 少 

从 离子 交换 剂 上 洗 脱 不 同 的 离子 是 离子 交换 层 析 中 需要 控制 的 重要 因素 。 洗 脱 液体 积 《 相 
对 于 桂 床 体积 而 言 ) 的 大 小 和 洗 脱 梯度 的 形状 ( 盐 浓 度 的 变化 能 力 ) 对 柱 的 分 辩 力 影响 极 天 。 洗 脱 
可 以 局 恒定 组 成 的 起 始 缓冲 液 来 完成 (简单 洗 脱 ) ,也 可 以 用 改变 pH 或 盐 浓 度 、 或 二 者 均 改 变 的 
洗 脱 液 来 完成 :pH 和 盐 浓 度 的 改变 又 分 为 连续 改变 (梯度 洗 脱 ) 和 不 连续 改变 (阶段 洗 脱 )。 BR 
得 法 度 梯 度 有 如 下 拖 种 形式 ， 

A, 简单 混合 装置 

3-9 是 洗 脱 液 浓 度 按 指数 增加 的 装置 cs。 容 器 1 和 2 中 的 浓度 分 别 为 Wi 和 NAR 
下 装 有 磁力 搅拌 器 ,2 中 含有 浓度 较 低 的 缓冲 液 ( 即 Wi>>N，) FARAH EKA. XH 
通过 往 的 洗 懂 液 件 砚 ， 此 对 洗 脱 液 的 浓度 为 N ,由 下 式 计算 : 

N=N,—(N,—N,)e 7z (3-8) 

由 图 中 可 见 , 这 是 一 种 凸 形 梯度 洗 脱 。 由 上 式 可 见 , 洗 脱 至 某 一 点 时 的 洗 陪 液 的 浓度 CN) 只 
BN Na ANAX 有 关 , 而 与 贮 槽 1 中 缓冲 液 的 体积 (请 ) 无 关 。 

图 3-10 是 浓度 线性 梯度 的 混合 装置 91。Vi、V， 分 别 为 容器 1 和 2 中 缓冲 液 的 浓度 而 且 
Ni> No, 两 瓶 在 底部 相连 。 X 为 通过 柱 的 洗 脱 液体 积 。 当 从 柱 中 流出 的 体积 为 于 时 ,此 时 洗 脱 
液 的 浓度 为 ; 


N,—N 
n=(S**)x4n, (3-9) 
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图 3-9 指数 浓度 梯度 洗 脱 的 简单 混合 装置 图 3-10 ”用 于 线性 浓度 梯度 洗 脱 的 装置 


车 改变 两 个 容器 的 直径 , 即 改 变 灵 M7. HAC K=7,/7.), Way GB nw 3-11 的 洗 脱 
梯度 增加 曲线 。 这 时 ,浓度 可 由 下 边 的 通 式 计算 。 
N,—N x i 
“ TA | ae | 
4K>1H , 则 为 四 形 梯度 ; 开 <1 时 URE, K=-1 , UARARE, 
B、 复 杂 浓 度 梯度 的 混合 装置 


N=N, (3-10) 


为 了 得 到 更 复杂 的 浓度 梯度 曲线 , Peterson 
其 同事 描述 了 一 个 特殊 的 梯度 混合 装置 cm。 他 们 = K=1 
使 用 锥 形 瓶 ,使 梯度 在 开始 时 增长 缓慢 ,然后 迅速 增 壮 “ 
加 。 这 种 梯度 能 使 微弱 吸附 的 蛋白 质 成 功 地 洗 脱 下 前 i 
来 ,然后 使 强 吸附 的 蛋白 质 洗 下 来 ,同时 能 减少 拖 尾 。 半 
BR, Peterson 等 人 还 设计 了 一 个 叫做 “Varigrad” =f y, 
的 梯度 混合 装置 ， 能 很 容易 地 调 到 所 需要 的 浓度 梯 3 拉 ， 
Es pH BES, ; 柱 的 流出 体积 x 
阶段 洗 脱 在 大 量 制备 时 用 的 最 多 。 这 种 洗 脱 方 图 3-11 梯度 洗 脱 的 浓度 曲线 


式 只 有 在 对 所 要 分 离 的 离子 在 给 定 的 离子 交换 剂 上 
的 行为 了 解 得 很 清楚 的 情况 下 才能 使 用 。 它 是 相继 用 较 大 的 浓度 洗 脱 。 通 常 先 用 线性 梯度 进行 
试验 。 根据 线 性 梯度 的 结果 ,再 选择 合适 的 阶段 洗 脱 浓度 。 至 于 选择 什么 样 的 梯度 形状 ,完全 取 
决 于 具体 的 应 用 ,不 可 能 一 概 而 论 。 
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除了 梯度 形状 以 外 ,还 可 以 改变 洗 陪 液 的 体积 (相对 于 柱 床 体积 而 言 ) 。 实 际 上 ,这 是 改变 梯 
度 的 有 效 斜 率 。 通 常 : 增 加 洗 脱 液 的 总 体积 (也 就 是 降低 梯度 的 斜率 ) ,能 使 分 辩 力 提高 。 降 低 梯 
度 斜 率 的 不 和 的 更 秀 是 会 使 尝 腊 区 落 加 宽 , 所 以 洗 下 来 的 样品 浓度 较 稀 。 如 果 增 加 梯度 斜率 ,出 | 
能 使 洗 脱 峰 显著 变 尖 , 洗 下 来 的 样品 浓度 较 浓 。 增 加 梯度 斜率 的 方法 是 ,减少 洗 脱 液 的 总 体积 ， 
或 者 保持 总 体积 簿 变 ， 增 加 浓 盐 溶液 贮 跨 中 的 盐 浓 度 。 

梯度 的 组 成 是 有 严格 浸 制 的 ， 基 本 上 分 以 下 三 种 情况 ， A. 增加 离子 强度 的 梯度 通常 由 简 
单 的 盐 (ao NaCl, KCI) 溶解 在 稀 的 缓冲 液 中 组 成 的 。 任 何 时 候 不 能 用 弱酸 弱 碱 盐 ， 因 为 它们 
能 产生 缓冲 作用 ,从 而 改变 梯度 进行 时 的 pH 值 。 当 非 用 不 可 时 , 则 考虑 用 挥发 性 盐 。 所 有 挥发 
性 盐 都 是 弱酸 弱 碱 盐 。B， 改 变 pH 梯度 通常 是 用 混合 两 个 不 同 pH 和 (或 ) 容量 的 稻 冲 液 的 办 
法 来 完成 的 。 在 这 类 樟 度 中 ,缓冲 液 的 选择 是 很 严格 的 。 不 仅 要 对 缓冲 液 成 分 的 PH ABER, 
而 且 要 注意 它们 在 所 用 pH 范围 内 的 缓冲 容量 。 如 果 不 考虑 这 些 因素 ,那么 实际 所 得 到 的 pH 就 
可 能 与 预计 的 pH 大 不 外 同 。 与 离子 强度 梯度 不 同 〈 这 种 梯度 对 所 有 的 离子 交换 剂 来 说 总 是 增 
加 的 ) ,pH 梯度 研 可 从 低 往 增加 ,也 可 从 高 值 降低 。pH 梯度 增加 常用 于 阳离子 交换 剂 ,，pH 梯度 
降低 常用 于 阴离子 交换 剂 而 且 常 与 浓度 梯度 同时 使 用 。 获 得 pH 梯度 要 比 得 到 浓度 梯度 难 一 
些 ， 因 为 滴定 曲线 的 形状 在 很 大 程度 上 决定 于 洗 脱 液 中 所 含 的 酸 或 碱 的 性 质 ; 有 时 洗 脱 体积 与 
pH 变化 可 以 呈 线 性 关系 23 。pH 梯度 的 实际 所 能 容许 的 pH 范围 决定 于 pH 对 所 要 分 离 的 离子 
的 作用 。C. 分 离 蛋白 质 叶 ,有 时 为 了 稳定 蛋白 质 , 加 入 一 些 非 离子 化 合 物 , 如 甘油 、 芒 糖 、, 聚 乙烯 、 
乙 二 醇 、 综 基 乙 醇 等 。 如 果 这 些 材料 包括 在 梯度 中 , 则 在 使 用 前 ， 层 析 柱 要 用 它们 充分 平衡 。 用 
低 浓 度 的 酶 的 底 物 来 稳定 酶 时 ,也 要 这 样 做 。 

国 ” 柱 的 洗 脱 

选 定 了 合适 的 洗 脱 液 及 其 梯度 形状 后 , 柱 洗 陪 的 主要 问题 就 是 流速 了 。 洗 脱 速度 与 所 用 交换 
剂 的 种 类 关系 极 大 。 选 择 柱 的 流速 要 注意 两 件 事 ; 第 一 ， 离 子 吸附 到 离子 交换 剂 上 的 速度 比 它 
们 从 交换 章 上 脱 只 的 速度 慢 得 多 ,因此 ,加 样 时 ， 样 品 上 到 离子 交换 剂 上 的 速度 应 当 比 洗 脱 它们 
所 用 的 速度 慢 得 多 。 第 二 ， 流 速 与 实验 测定 的 最 适 流速 偏离 越 大 ， 柱 的 分 辩 力 降低 得 越 多 。 如 
黑 流 束 大 于 脱 附 的 速度 ,那么 每 种 物质 的 洗 脱 峰 就 要 被 其 它 殉 质 所 污染 ， 如 果 流 速 太 慢 , 则 洗 陪 

会 扩 获 。 因 此 ,流速 太 快 或 太 慢 都 会 降低 柱 的 分 辩 力 。 合 适 的 流速 只 有 通过 实验 来 确定 。 

回 ”分 级 物 收集 量 的 多 少 

洗 脱 下 来 的 样品 常用 部 分 收集 器 收集 在 试管 中 。 一 般 总 体积 在 500 一 2000 ml 时 ,每 管 收集 
5 一 10 ml1。 降 低 每 管 收 集 的 量 , 不 能 增加 柱 的 分 辩 力 ,但 却 能 充分 表达 出 整个 柱 的 分 辨 力 ; 测定 
每 管 的 蛋白 质 浓 度 和 酶 活力 (或 其 它 生物 活力 ) 。 为 了 检查 层 析 效 果 ,并 确定 各 峰 的 位 置 最 好 
测定 pH 和 电导 度 。 然 后 根据 测 得 的 数据 做 一 层 析 图 谱 。 图 3-12 是 猪 肾 亮 氨 酸 氨 基 OE 
DEAE- 纤 维 素 上 的 层 杭 图 谱 5923。 柱 规格 0.9x25 cm， 洗 脱 液 0.005 M Tris-HCl 缓 证 液 、pH 
8.0, 0.005 MT MgCl, 采用 线性 梯度 O—0.3 M NaCl vei, 

4 外 其它 形式 的 离子 交换 法 

除了 离子 交换 柱 层 析 以 外 ,还 有 离子 交换 纸 层 析 。 此 法 可 以 成 功 地 分 离 不 同 的 化 合 物 。 用 
化 学 修饰 法 修饰 纤 维 素 可 以 很 容易 得 型 这 科 纸 。 离 子 交 换 纸 的 类 型 有 ;,， DEAE- 纤 维 素 纸 (中 强 
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分 级 数 
图 3-12， 儿 肾 亮 氨 酸 氨基 状 碍 在 阴离子 交换 剂 DEAE- 纤 维 素 上 的 层 析 图 谐 


碱 型 ); CM- 纤 维 素 纸 (弱酸 型 );AE- 后 维 素 纸 (能 碱 型 )。 用 离子 交换 树脂 (45% 重 量 ) Rei MAG 
也 有 出 售 , 如 SA-2 (强酸 型 )、SB-2 ( 强 天 型 ) 。 有 些 离子 交换 材料 还 可 用 于 薄 层 层 析 * 如 :衍生 
的 纤维 素 和 SE-Sephadex 等 。 

还 有 一 种 有 用 的 使 用 形式 是 分 批 处 理 法 。 当 要 处 理 的 样品 体积 很 大 时 ;上 柱 分 离 则 诅 当 费时 
间 。 这 时 可 以 采用 分 批 处 理 法 。 将 过 量 的 交换 剂 悬 泽 于 样品 溶液 中 ， 搞 拌 下 平衡 20 一 40 分 钟 ， 
能 束缚 在 交换 剂 上 的 物质 则 波束 缚 ;不 能 束缚 的 ,用 布 氏 漏斗 过 滤 除 去 。 留 下 的 滤 瓶 再 悬 泽 于 高 
离子 强度 的 缓冲 液 中 ,再 过 滤 。 用 此 法 可 将 束缚 的 物质 分 成 4 一 6 个 粗 级 分 。 例如 : Fan PA dh 
We REV: 0.01—0.C8 M,0.08—0.16 M,0.16—0.2437, 0.24—0.32 M 和 加 .32 一 0.40 M3 
如 果 所 需要 的 物质 在 0.24 一 0.32 M 之 间 释 放出 来 ， 那 么 洗 脱 的 步骤 就 可 以 改 成 二 步 ， 第 一 步 
是 用 0.01 一 0.20 M ,第 二 步 是 用 0.20 一 0.35 7 。 此 法 的 价值 在 于 ,根据 样品 的 电荷 ， 可 以 非常 
迅速 地 将 样品 粗略 地 分 级 ,因此 ,不 与 交 光 剂 作用 的 物质 很 快 被 除去 。 如 果 所 要 的 物质 不 束缚 于 
交换 剂 上 ,此 法 也 很 有 用 ,因为 所 有 吸附 于 交换 剂 上 的 物质 (通常 约 为 可 溶解 物质 的 50%) FT ae 
除去 ;这 种 情况 叫做 负 吸 附 ;, 即 从 溶液 中 分 离 出 的 不 是 所 要 的 物质 ,而 是 尽 可 能 地 除去 很 多 其 它 
的 杂质 ， 此 法 的 第 三 个 优点 是 ,即使 是 大 量 的 样品 溶液 ,用 此 法 进行 处 理 所 需 的 时 间 也 很 得。 这 
是 此 法 的 最 大 价值 之 所在 。 

但 是 有 两 个 问题 必须 事先 芳 虑 到 ,一 是 必须 加 入 足够 量 的 交换 剂 。 可 以 事先 做 小 规模 实验 ， 
以 确定 用 何 种 类 型 的 交换 剂 ,在 何 种 条 件 下 (交换 剂 的 量 .离子 强度 .pH 等 ) 能 得 到 最 好 的 结果 。 
然后 再 泪 行 大 规模 操作 。 二 是 要 芭 虑 样品 溶液 的 离子 强度 。 通 常 在 粗 浆 液 中 的 缓冲 液 浓 度 在 
0.05 一 0.2 M 。 如 果 溶 液 中 的 盐 浓 度 大 于 0.05 M， 那 么 此 法 的 应 用 就 要 受到 严重 损害 5 因此 ， 
事前 用 电导 法 测定 溶液 的 离子 强度 是 十 分 重要 的 ， 以 保证 加 入 树脂 前 的 合适 的 条 件 。 制 备 粗 匀 
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浆液 时 ,要 尽量 使 用 较 低 的 缓冲 液 浓度 。 如 果 不 可 能 的 话 ， 可 以 适当 稀释 。 当 然 , 如 果 所 要 物质 
能 紧密 束缚 于 树脂 上 , 那 这 些 考 虑 就 没有 必要 。 

还 要 注意 , 当 用 磅 酸 纤维 素 时 ,样品 溶液 中 要 避免 有 镁 离子 ,因为 它 能 破坏 交换 剂 的 容量 ,使 
交换 剂 不 起 正常 的 作用 。 

最 后 ,补充 说 明 一 点 。 在 解释 用 离子 交换 法 得 到 的 数据 时 ,要 谨慎 。 可 能 有 这 样 的 情况 :, 用 
二 个 不 同 盐 浓 度 将 某 个 酶 从 离子 交换 剂 上 洗 下 来 。 有 人 可 能 会 错误 地 认为 , 这 是 催化 同一 反应 
的 两 个 酶 。 但 这 种 解释 在 没有 其 它 证 据 的 情况 下 是 不 可 靠 的 。 如 果 出 现 这 种 情况 , 要 做 的 第 一 
件 事 是 ,将 分 开 的 每 一 个 峰 在 原来 的 条 件 下 再 层 析 。 如 果 层 析 后 ,分 开 的 两 个 活力 峰 的 任何 一 个 
都 能 产生 带 两 个 峰 的 图 形 , 那 就 有 理由 怀疑 ,只 存在 一 个 酶 , 它 可 能 在 层 析 条 件 下 被 修饰 ,所 以 产 
生 第 二 个 形式 。 相 反 , 如 果 每 一 峰 再 层 析 后 , 仍 是 一 个 峰 , 则 有 必要 做 进一步 的 分 析 工作 ,以 证 实 
确 有 完成 同一 反应 的 两 个 蛋白 质 的 存在 。 

7. BRB 

凝 胶 过 污 也 叫 分 子 筛 层 析 、 凝 胶 渗透 色谱 、 排 阻 层 析 等 。 它 主要 是 利用 具有 网 状 结构 的 凝 胶 
的 分 子 得 作用 ,根据 被 分 离 物 的 分 子 大 小 不 同 来 进行 分 离 的 。 此 法 之 所 以 得 到 广泛 的 应 用 ,是 因 
为 有 如 下 的 优点 :@ 分 离 条 件 温 和 ,因此 ,不 稳定 的 分 子 也 能 用 此 法 分 离 。@@ 样品 回收 率 高 , 几 
乎 可 达 100%。G@@) 实验 的 重复 性 高 。@@ 完成 操作 的 时 间 相 对 来 说 比较 短 , 所 需要 的 设备 简便 、 
经 济 。 

1. 方法 的 原理 

凝 胶 层 析 的 支持 物 是 多 孔 的 凝 胺 。 当 不 同 分 子 流 经 凝 胶 层 析 柱 时 ,每 个 分 子 不 仅 是 向 下 移 
动 , 而 且 还 在 做 无 定向 的 扩散 运动 。 分 子 直径 比 凝 胶 孔 径 大 的 分 子 不 能 进入 凝 胶 颗 粒 的 微 孔 里 ， 
只 能 经 过 凝 胶 颗 粒 之 间 的 孔隙 ,这 样 的 分 子 是 随 溶剂 一 起 移动 的 , 因而 最 先 流出 往外 ;, MAF 
径 比 凝 胶 孔 径 小 的 分 子 , 则 能 够 自由 进入 凝 胶 颗粒 的 微 孔 之 中 , 即 进入 凝 胶 相 内 。 当 分 子 在 凝 胶 
相 的 时 候 , 它 就 不 能 和 洗 脱 液 一 样 向 前 移动 , 因 
为 没有 大 的 液 流通 过 凝 胶 颗 粒 的 孔 BR. 这 和 样 ， 
小 分 子 向 下 移动 的 速度 必然 要 落后 于 大 分 子 。 
这 种 情况 如 图 3-13 所 示 。 因 此 ,我 们 可 以 把 凝 
胶 颗 粒 看 成 是 固定 相 ， 它 能 阻 滞 溶 质 的 移动 。 
对 不 同 的 物质 , 阻 滞 的 程度 不 一 样 ,因而 在 柱 中 
ABeRRE 汪汪 移动 的 速度 也 就 不 同 。 洗 脱 液 可 以 看 成 是 流动 

相 。 分 子 在 柱 中 移动 的 速度 ( 即 分 子 被 凝 胶 颗 

粒 阻 滞 的 程度 ) 决 定 于 该 分 子 在 固定 相 和 流动 相间 的 分 配 常数 K。 因此 ,分 配 常数 是 凝 膀 层 析 中 
的 一 个 特征 常数 ,可 用 它 来 表示 某 一 种 分 子 在 指定 的 凝 胶 层 析 柱 内 的 洗 脱 行为 。Ks WEE: 
= 一 二 (3-11) 


Ky 


Be . Fy By OE PY Ee BE HB TL BE HT PD PRA 5 7 0 为 凝 胶 颗 粒 之 间 的 空 阶 的 总 
2 FL, WL AL Sb 7k Pk BABS SB, RE BSL EBAY SLBA WY Ka 是 溶质 
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分 子 大 小 的 一 个 国 数 ,与 凝 胶 床 的 几何 形状 无 关 。 如 果 是 大 的 溶质 ,而 且 完 全 被 排 阻 于 北 胶 颗粒 
的 微 孔 之 外 的 活 , 则 该 种 溶质 最 先 流出 柱 外 ,此 时 Ks=0; 如 果 溶 质 足 够 小 ,能 完全 进入 凝 胶 颗 粒 
内 部 的 微 孔 中 , 则 该 种 溶质 最 后 流出 柱 外 ,此 时 K=1。 由 于 对 某 一 种 凝 胶 , 孔 径 是 有 不 同 的 , 国 
此 对 于 中 等 大 小 的 溶质 , 凝 胶 颗 粒 内 部 的 有 些微 孔 是 有 效 的 ,有 些微 孔 则 是 无 效 的 . 因而 K。 值 
在 0 和 1 之 间 变 化 。 显 然 .不 同 溶质 流出 柱 的 顺序 与 它们 的 Rs 值 由 小 到 大 的 顺序 是 一: 致 的 .AL 
值 小 的 最 先 访 出 ,As 值 大 的 后 来 流出 。 

一 般 来 讲 , 没 有 必要 对 凝 胶 柱 做 综合 性 的 数学 分 析 , 因 此 ,这 里 只 介绍 一 些 简 单 有 用 的 关系 
式 。 这 些 关系 式 是 描述 溶质 在 一 定 凝 胶 柱 上 的 层 析 行 为 的 。 

凝 胶 床 的 总 体积 (一 般 称 为 柱 的 床 体积 ) 广 , 是 由 凝 胶 颗 粒 的 问 耻 的 总 体 积 (Fo)， 凝 胶 颗 粒 
基质 所 占 的 体积 ( 严 ,) 和 凝 胶 颗 粒 内 部 微 孔 的 总 体积 ( 疡 ) 构 成 的 。 甚 中 +7, 即 是 层 析 柱 固定 
HAE, AY. 表示 。 因 此 有 ， 

VeVi tll AV ,)=Vot+l, (3-12) 
SE— PIA VERA TA. RPP RTA, 分 配 系 数 Ka, WERE ARE. HE 

分 配 系 数 的 定义 [见方 程 (11)]， 
V.=KaV +P (3-13) 


若 已 知 某 一 溶质 的 KKw 可 用 上 去 算 出 它 的 洗 脱 体积 严 。。 实 际 上 ,大 tel ie i LTP eR 
点 处 的 洗 脱 体积 来 测量 。 这 样 做 比 用 峰 顶 测量 更 可 靠 , 因 为 赂 高 的 位 置 站 静 动 的 , 它 决 定 于 样品 
体积 。 

阻 滞 溶 质 的 程度 是 用 如 下 三 种 形式 描述 的 : O 分 配 系数 Ku( 这 在 前 边 已 经 讲 过 了 ); @ 相 
MBMAR Ye =Ve/Vos & MARR, R= V/V) 1 =Vo/Pe, CHEV re WAR. 

TERRE KX. 值 应 在 0 一 1 Zi) MHA KAR 1 TCT RRM PAE A 
分 子 得 作用 ,还 有 吸附 和 离子 交换 等 作用 。 

凝 胶 过 滤 法 的 分 辩 力 是 凝 胶 层 析 中 的 另 一 个 重要 的 特征 常数 。 从 数学 说 念 上 孝 虑 ,分 离 分 
辨 力 可 以 表示 为 ， 

2(V.—V1) 
ne 

VV oy Fe Fy US VE ME AAR «BT OK RE oh IY ae BE A A 最 高 A AE BE Wht 8 aR Th 
WW 2, 分 别 为 两 个 物质 的 洗 脱 峰 在 基线 上 每 一 峰 的 两 个 夹 角 之 间 的 宽度 、 两 个 物 I BEE 
全 分 离 ,p 必须 大 于 或 等 于 1。 影 响 分 辩 才 的 因素 很 多 ,如 凝 胶 粒 度 , 上 样 量 ,六 速 、 温 度 、 凝 胶 类 
型 及 层 析 柱 的 形状 等 ,将 在 下 边 介绍 。 

2. 凝 胶 层 析 的 介质 

对 凝 胶 尺 析 支持 物 的 要 求 是 ,第 一 要 有 惰性 , 即 床 物质 与 溶质 不 发 生 任何 作用 ;第 二 ,离子 基 
轩 含 量 要 低 , 即 所 带电 荷 要 尽 可 能 低 ;第 三 , 凝 胶 颗 粒 的 孔 度 和 大 小 要 为 一 ; 第 四 , 凝 胶 颗粒 和 礼 
度 大 小 的 选择 范围 要 宽 ,能 适应 各 种 不 同 大 小 的 分 子 的 分 离 ; 第 五 ,机械 强度 要 高 。 现在 有 五 种 
介质 在 不 同 程度 上 满足 这 些 要求 。 第 一 种 是 交 联 葡 聚 糖 (Sephadex) 。 它 是 由 一 - 定 平均 分 子 量 的 
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Thi Be Bei AN LY ELA Be BR O <sheconi eaiseypaRRMaimany C= 
eda WN OH + Sit 
RIRIEN IAN 可 通过 入 BIB De RR APR Ve (C1—CH,—CH — CH,)] #047 sihilen 
No% 44 
BUR RPL PRE. RPE REF 3-7 中 。 不 同 规格 的 Sephadex eae 
如 : Sephadex G-50,G-75 4 , edits AE Es 9 EL (A ER SE TAK a hk 9 et) A 10 FR. 
dy SephadexiG-75, EhoSK (AIH 7.5, BRINKER, PRAEBBRE, RABE. 
因此 ， ee eee tub. | ‘ 
” 表 3-7“ 交 联 葡 又 糖 的 物理 性 质 
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型 we | 颗粒 直径 # 分 级 范围 Tut 
二 J jit AL | (4) (M. W..) EER | (SESE SE spd t 
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* 颗粒 直径 是 干 颗 粒 的 直径 。 


第 二 种 是 聚 丙 燃 栈 胺 凝 胶 ,商品 名 为 生物 凝 胶 (Bio-Gel P), ERAL—MAMRMR. RA 
烯 酰胺 的 组 堪 单 位 是 丙烯 酰胺 s。: 把 它 加 热 ,使 乙烯 基 悄 合 , 则 形成 线性 多 聚 物 。 再 经 过 次 甲 基 双 
丙烯 琵 胺 共聚 ， 就 得 到 交 联 的 聚 丙 燃 酰胺 。 揣 经 过 适当 的 吉 工 即 成 生物 凝 胶 -P。 上 只 要 控制 单 体 
量 ( 丙 燃 酷 腕 量 ) 和 交 联 剂 (次 甲 基 双 两 志 栈 疲 ) 的 比例 , 即 能 得 到 不 同 型 号 和 不 - 同 晨 析 特 性 的 生 
物 凝 六 =-P。 生 物 凝 有 下 的 有 关 数 据 列 于 表 3-8 中 。 不 同 规格 的 生物 胶 用 数字 标明 洒 如 BiorGel P- 
2.P-4 等 , 它 表 示 的 是 该 种 凝 胶 排 阻 极限 的 千 分 之 一 。 例 如 :Bio-Gel P-4 和 的 排 阻 极限 是 4000 
道 尔 顿 。 所 襄 排 阻 极限 就 是 不 能 穿 过 凝 胶 内 微 孔 的 最 小 分 子 的 分 子 量 。 大 和 孔径 的 交 联 葡 聚 多 和 
生物 凝 胶 能 访 次 分离 分 子 量 到 ,3007000) 的 溶质 但 由 于 它们 缺乏 机 械 强 度 RE) aT 
徐 钦 ?在 到 析 柱 中 易 被 压缩 8 因此 影响 流速 、 SRRRAEOR S, (为 LT eM tein 
HABEAS 4. FB Wd iG EA U9 DH HEE BS A Bk MBE - PIE Es 
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表 3-8 ah og 


Bio-Gel P-150 同上 


Bio-Gel P-200 | 同上 | 14.7 29.4 


rn vo | BRR 分 级 范 ma 值 | Re 体积 
(/) (M. W.) (毫升 / 克 干 胶 ) | (SITET KE 
50 一 100 150 一 300 
im . 100—200 75—150 re . 
oe nn rea halt 4 ae 200—2, 000 1.5 3 
400 40 
Bio-Gely P= 同上 | 同上 | 500—4,000 | 2.4 | 4.8 
cee p< ak | 1,000—6,000 | 3.7 | 7.4 
Bio-Gel—_P-14 | 同上 | | 1,500—20,000 | 4.5 | 9 
50—100 150—300 
Bio-Gel P-30 100—200 75—150 25 ,000—40,000 5.7 11.4 
400 40 
Bio-Gel P-60 | 同 下 | 同上 30,000 一 60,000 | 7.2 | 14.4 
Bio-Gel  P-100 | 同上 | 同上 50,000—100,000 | 7.5 | 15 


早期 的 琼脂 糖 凝 胶 性 能 不 好 ,因为 它 是 从 部 分 纯化 的 琼 脂 制 来 的 。 琼脂 由 不 带电 的 琼脂 糖 
和 带 负 电荷 的 琼脂 胶 组 成 。 如 果 不 除 去 琼脂 胶 , 它 就 会 严重 影响 琼脂 糖 凝 胶 的 层 析 性 质 。 现在 
已 经 把 这 两 个 组 分 分 开 了 。 琼 脂 糖 的 颗粒 不 是 共 价 罕 合 而 成 ,而 是 由 氢 键 结合 在 一 起 的 ,但 这 种 
凝 脐 能 抵抗 破坏 氢 键 的 试剂 ,如 脲 、 盐 酸 肌 等 ,因此 有 较 高 保持 其 形状 的 能 力 。 虽然 琼脂 糖 凝 胶 
在 颗粒 结构 止 与 交 联 葡 聚 糖 凝 胶 不 同 ,但 各 种 溶质 在 这 种 凝 胶 中 的 分 配 系数 仍然 是 溶 质 分 子 大 
水 的 函数 。 关 于 琼脂 糖 的 物理 性 质 请 参见 表 3-9。 

使 琼脂 糖 和 丙烯 酰胺 结合 的 凝 胶 也 有 出 售 。 据 说 得 到 的 分 辩 力 较 高 ,流速 也 很 好 ,但 毕 竞 使 
用 时 间 不 长 , 尚 不 能 作 最 后 结论 。 

凝 膀 过 滤 层 析 的 最 后 一 类 介质 是 受 控 微 孔 玻璃 球 。 这 种 玻璃 球 制 得 很 小 ,而 且 具 有 很 多 孔 。 
它 和 前 述 的 用 种 吴 胶 一 样 ,同样 具有 分 子 得 作用 。 但 玻璃 球 的 表面 能 吸附 很 多 蛋白 质 。 有 人 将 
甘油 残 基 共 价 结合 到 玻璃 上 来 解决 这 个 问题 ,但 未 完全 除去 吸附 作用 。 用 六 里 基 二 硅 UE 
玻璃 球 要 好 些 ”“ 急 。 这 种 微 孔 玻璃 球 的 排 阻 极限 一 般 从 3;000 到 9,000;000。 已 经 证 明 , 在 这 些 
颗粒 的 层 析 桩 中 ,溶质 的 行为 与 凝 胶 中 的 相似 。 但 是 ,这 些 颗 粒 具 有 凝 胶 所 没有 的 一 些 优点 ,如 ， 
D 除了 氟 化 所 和 强 碱 以 外 ,它们 对 所 有 的 化 学 物质 都 是 稳定 的 。@) 它们 有 较 窗 的 排 阻 极限 , 因 
此 ,能 得 到 较 好 的 分 辩 力 和 较 高 的 产 率 。@@ 不 需要 膨胀 ,而且 柱 的 制备 比较 容易 。@ 不 会 被 压 
缩 , 因 此 ,往往 可 以 使 用 较 高 的 流速 。@ 它们 很 容易 进行 清洗 和 消毒 。 

除了 孔 度 大 小 以 外 ,颗粒 大 小 也 影响 所 得 到 的 分 辩 力 。 效 胶 过 滤 介 质 的 颗粒 越 小 ,分 辩 力 越 
高 。 这 是 因为 支持 物 表 面积 增加 ,从 而 提供 了 更 多 的 机 会 让 溶质 分 子 扩 散 到 具有 阻 滞 作 用 的 支 
持 物 土 。 同 时 ,因为 介质 颗粒 小 ,所 以 流速 相对 就 低 , 当 然 分 辨 力也 就 有 ' 所 提高 。 用 于 分 析 目 的 
的 介质 颗粒 通常 在 100 一 200 目 也 就 足够 了 。 为 了 分 离 得 更 好 , 介质 颗粒 的 大 小 可 降 至 200 一 400 
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R3-9 琼脂 糖 凝 胶 的 物理 性 质 


颗粒 直径 * | ay i, i 
(ph) SOW. x02) 


琼脂 糖 浓 度 (% ) 


| | 
Sepharose 2B | | 60—250 2—25 | 2 
E 50—100 | 150 一 300 | 
Bio-Gel A+0.5m 100—200 75—150 小 于 0.01 一 0.5 10 
200 一 400 40 一 75 
Bio-Gel A-1.5m | 小 于 0>03 一 45 8 
Bio-Gel A-5m | 同上 | 0.01—5 | em 
Bio-Gel A-15m | | 0.04—15 | 4 
ae | za | = = | 0.150 | 
” Bio-Gel A-150m | 同上 1 一 大 于 150 | bb 


* 颗粒 直径 是 湿 颗 粒 的 直径 。 


目 ;。 相反 ;对 于 制备 目的 的 分 离 , 或 分 批 处 理 法 来 说 ,介质 颗粒 的 大 小 可 增 双 50 一 100 HL 
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中 , 慢 慢 搅拌 。 洗 脱 液 应 具有 较 低 的 离子 强度 (4=0.08)。 这 是 因为 大 多 数 凝 胶 含 有 少量 羧基 和 
如 有 果 洗 脱 液 的 离子 强度 低 于 0.08, 少 量 羧 基 不 能 被 屏蔽 , 凝 胶 颗 粒 就 具有 离子 交换 性 质 , 从 而 改 
变 溶 质 的 分 配 系数 值 。 溶 胀 时 不 能 用 电磁 搅拌 ,因为 这 样 会 使 颗粒 损坏 ,产生 大 量 粉 未 ,因而 影 ， 
响 疲 速 。 溶 胀 可 在 室温 ,也 可 在 沸水 浴 中 。 表 3-10 列 出 了 各 种 凝 胶 完全 膨胀 所 需 的 时 间 。 

琢 脂 糖 凝 胶 是 以 浓 悬 浮 液 的 形式 出 售 的 ,因此 ,不 须 溶 胀 。 玻 璃 球 凝 胶 也 无 须 用 前 溶 胀 避 琼 
脂 糖 凝 胶 的 正常 操作 温度 是 0 一 30"c ,高 于 36"C 时 , 这 种 凝 胶 就 要 软化 解体 , 冰冻 会 引起 凝 胶结 
多 不 可 逆 的 瓦解 和 排 阻 极限 的 改变 。 这 是 它 与 葡 聚 糖 凝 胶 和 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 不 同 的 地 方 品 盗 胀 
时 ， 由 于 搅拌 可 能 会 产生 很 细 的 颗粒 ,必须 将 其 除去 ,因为 它们 会 严重 降低 柱 的 流速 。 可 以 将 凝 
胶 悬 浮 在 2 一 4 倍 体积 的 洗 脱 液 中 ,再 将 悬浮 液 便 和 玻璃 量 简 中 。 当 90 一 95% 的 凝 胶 沉 降 以 后 ， 
尽快 吸出 余下 的 悬浮 被 凝 胶 。 这 种 办 法 与 除去 离子 交换 树脂 细 粒 的 办 法 不 一 样 , 不 能 用 倾 去 法 ， 
因为 倾 去 法 会 使 凝 胶 重 新 悬浮 起 来 。 这 步 常 要 重复 两 次 ， 直 到 凝 胶 颗 粒 能 迅速 沉降 为 止 。 

最 后 ,必须 除去 可 能 存在 的 空气 泡 , 否则 层 析 时 赶 出 的 气泡 会 使 柱 床 表面 提高 破 坯 柱 床 的 
均一 性 。 可 将 溶 胀 后 的 凝 胶 颗粒 置 于 真空 瓶 中 ,抽空 。 通常 , 好 的 水 泵 即 能 提供 足够 的 真空 度 ， 
也 可 用 一 般 的 真空 祭 。 除 气 过 程 中 ,如 果 缓 慢 摇动 瓶 ， 使 其 中 的 凝 胶 产 生 旋涡 ， 则 会 加 快 除 气 过 
程 。 Se ee 二 氧化 碳 很 容易 在 凝 胶 中 积 款 , 所 以 装 柱 前 必须 除 气 。 

. 层 析 柱 的 准备 

tic inpretine<nronermanmarenaanll 设计 合适 的 层 析 柱 有 如 下 几 点 考虑 : FE 
体积 ( 凝 胶 支 持 板 到 柱 出 口 间 的 空间 ) 要 小 ;用 细 管 连接 流出 液 的 形式 要 灵活 方便; BE 胶 床 的 支 
持 板 (常用 尼龙 中 板 ) 不 能 被 堵塞 ， 还 要 有 保护 床 面 的 一 些 措 施 。 
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表 3-10 各 种 凝 胶 介质 的 溶 胀 时 间 


凝 BE 
Sephadex 
G-10 3 1 
G-15 3 1 
G-25 3 1 
G-50 3 1 
Sephadex 
G-75 24 3 
G-100 72 5 
G-200 72 5 
G-150 72 5 
Bio-Gel 
P-2 4 2 
了 -4 4 2 
P-6 4 2 
P-10 4 2 
Bio-Gel 
P-100 24 5 
P-150 24 5 
Bio-Gel . 
P-200 . 48 5 
P -300 48 5 


细 豆 璃 球 或 用 加 热 法 处 理 的 玻璃 算 板 不 能 用 作 凝 胶 床 的 支持 板 ， 因 为 它们 能 吸附 很 多 和 蛋白 
质 。 

根据 具体 情况 ,选择 凝 胶 类 型 和 柱 的 大 小 。 用 来 从 大 分 子 (M. W. 二 20,000) 中 分 离 小 分 子 ， 
如 无 机 盐 或 代谢 中 间 物 (M. W.<<1,500) 时 , 柱 床 体积 应 是 上 样 体积 的 4 一 10 倍 , 柱 高 / 柱 直 径 应 
为 5:1 一 15:1。 这 类 柱 叫 除 盐 柱 。 一 般 使 用 很 小 孔径 的 凝 胶 , 其 排 阻 极限 在 25,000 以 下 。 相 反 ， 
用 来 分 离 天 分 子 时 ， 柱 床 体积 应 为 上 样 体积 的 25 一 100 倍 ,- 柱 高 与 柱 直 径 之 比 应 为 20:1 一 
100:1, 

直径 小 (小 于 1 BK) BORE, FE aH AD Dk EE A“ RE”, 即 降 低 靠近 柱 壁 的 溶剂 的 流 
动 。 这 个 效应 是 由 于 壁 和 沿 壁 流动 的 分 子 间 的 摩擦 力 引起 的 , 能 严重 降低 柱 的 分 辨 力 。 用 二 甲 
基 二 氯 硅烷 处 理 柱 壁 可 以 克服 这 个 困难 3。 但 这 样 处 理 所 带 来 的 弊病 是 可 能 降低 柱 的 流速 。 

选 好 了 凝 胶 类 型 和 柱 规格 以 后 , 下 一 步 就 是 将 处 理 好 的 凝 胶 装 柱 。 小 孔 凝 胶 和 大 和 孔 凝 胶 的 
装 柱 稍 有 不 同 ， 但 开始 阶段 却 相 同 。 量 出 需要 量 的 凝 胶 惹 序 在 足够 的 洗 脱 液 中 , 形成 一 种 稀 的 
糊 状 物 , 它 的 体积 大约 是 所 需 床 体 积 的 2 倍 。 装 柱 前 后 使 此 糊 状 物 达 到 层 析 分 离 时 的 温度 。 因 
为 在 柱 床 形成 以 后 或 在 层 析 期 间 温 度 的 改变 会 使 此 胶 床 发 生 严重 的 不 规则 变化 ， 这 是 由 于 凝 胶 
床 热 胀 冷 缩 不 均一 引起 的 。 层 析 柱 要 装 得 垂直 。 将 一 半 床 体积 的 洗 脱 液 加 到 柱 中 ， 检 查 是 否 
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漏 ,然后 赶 出 死 空间 中 的 气泡 。 除 气泡 很 简单 ; 只 要 让 洗 脱 液 快速 流出 柱 , 同时 轻 另 柱 底部 分 即 
成 。 剩 下 的 洗 脱 液 留 在 柱 中 ,以 防 气泡 再 次 进入 死 体 积 。 然 后 ,就 可 以 将 糊 状 物 沿 着 玻璃 棒 缓 慢 
倒 入 柱 中 。 要 小 心 ,不 要 产生 气泡 。 如 果 在 柱 顶 装 一 引伸 管 , 则 可 以 将 要 加 的 悬浮 滚 立即 全 部 加 
入 ,这 样 能 保证 桂 甘 得 均匀 。 在 这 步 以 后 ,天 、 小 孔 凝 胶 的 操作 步 又 就 丰 同 了 。 小 孔 凝 胶 很 硬 , 在 
柱 出 口 关闭 的 情况 下 , 先 让 凝 胶 颗 粒 沉降 5 一 10 分 钟 ,然后 ,打开 柱 出 口 , 让 过 量 洗 脱 液 流 出 。 在 
装 柱 时 ,容许 洗 脱 液 流出 柱 的 作法 有 一 个 缺点 ,就 是 , 这 时 会 产生 严重 的 对 流 。 对 流 的 结果 将 在 
靠近 柱 壁 的 部 分 沉降 重 的 粗 颗粒 ,在 柱 中 心 沉 降 细 颗 粒 。 这 样 柱 的 流速 就 不 能 均一 ,因此 分 辨 力 
差 。 当 凝 胶 床 达到 事先 测定 好 的 高 度 时 , 则 可 将 过 量 的 凝 胶 从 柱 中 吸出 。 如 果 凝 胶 量 不 够 , 则 必 
须 在 凝 胶 未 全 部 沉降 前 再 加 些 凝 胶 。 如 果 在 床 体 已 经 确定 了 的 情况 下 再 加 凝 胶 的 话 ， 则 会 出 现 
可 见 带 , 产 生 不 良 的 洗 脱 图 谱 。 如 果 必 须 再 加 凝 胶 的 话 , 可 在 加 前 将 床 面 搅 起 3 一 4 厘米 。 装 好 
的 柱 用 2 一 3 个 床 体积 的 洗 脱 液 洗 脱 ,以 使 柱 床 稳定 ,这 时 柱 床 可 能 会 有 少量 的 收缩 。 

装 大 孔 凝 胶 时 ,必须 考虑 这 些 软 的 大 孔 胶 的 可 压缩 性 。 在 层 析 和 装 桩 的 过 程 中 ,大 和 孔 胶 所 承 
受 的 压力 不 能 超过 某 一 规定 值 ,超过 这 值 时 , 凝 胶 将 被 压 
缩 , 因 市 严重 影响 流速 。 这 些 规定 的 压力 值 叫 做 静 压 力 ， 
通常 称 为 操作 压 。 操 作 压 是 用 柱 系 统 溶液 的 顶部 和 底部 
的 水 平面 间 的 垂直 差 来 表示 的 。 它 不 是 柱 溶液 长 度 的 函 
数 , 而 是 进口 和 出 口水 平面 间 的 垂直 差 的 函数 。 鉴 别 这 
Lp pense 种 柱 的 顶部 和 底部 水 平面 的 简单 方法 是 找到 柱 溶液 直接 
接 层 析 柱 与 大 气 接触 的 两 点 。 提高 洗 脱 液 的 水 平面 ,降低 柱 出 日 

的 水 平面 ,可 提高 操作 压 , 反 之 ; 则 降低 。 为 了 避免 层 析 
图 3-14 带 马 氏 管 的 迪 液 器 时 随 着 洗 脱 液 的 流出 , 柱 的 操作 压 也 降低 的 现象 ,可 采用 
带 马 氏 管 的 贮 液 器 。 此 容器 的 底部 有 一 管 与 柱 顶 相连 ， 
另 一 管 从 密封 的 塞 顶 延 伸 到 溶液 中 ,如 图 3-14 所 示 。 

当 溶 液 从 瓶 中 流出 时 , 则 在 瓶 中 液 面 上 部 产生 部 分 真空 。 由 于 液 面 上 部 的 压力 降低 ,容器 中 
的 液 面 也 降 至 一 较 低 点 ,溶液 的 进一步 流出 , 则 引起 空气 以 气泡 的 形式 进入 容器 ; 管 A 底 部 的 压 
力 等 于 大 气压 ,所 以 操作 压 从 管 A 的 底部 量 ,与 瓶 中 溶液 的 高 度 无 关 , 因 此 ， 层 析 过 程 中 , 操作 压 
是 恒定 的 。 此 外 ,用 蠕动 泵 也 能 产生 均一 的 、 可 控制 的 操作 压 。 表 3-14 列 出 了 各 种 凝 胶 所 能 容 
许 的 最 大 操作 压 。 

装 大 孔 凝 胶 时 应 关闭 柱 出 口 , 先 让 柱 里 的 凝 胶 沉降 5 一 10 分 钟 ， 然后 打开 出 口 , 并 将 出 口 管 
提高 到 一 定 的 高 度 ,使 形成 的 操作 压 比 表 3-11 中 规定 的 值 稍 低 。 随 着 床 的 沉降 ;， 逐渐 提高 操作 
压 到 表 中 规定 的 最 终 值 。 

如 果 使 用 上 行 层 析 装置 , 则 可 以 减轻 对 软 的 大 孔 凝 胶 的 压缩 。 这 时 ， 样品 和 洗 腊 液 进入 桂 的 
底部 ,而 不 是 从 柱 顶 部 进入 。 这 种 柱 装 有 可 调节 的 塞 子 、 有 时 叫 流 动 应 接 板 。 调 节 应 接 板 的 位 
置 ,就 能 调节 层 析 柱 的 体积 。 使 用 这 种 柱 应 注意 两 点 ， 一 是 必须 在 柱 床 稳定 以 后 才 能 放 上 上 部 
流动 应 接 板 ; 二 是 样品 和 洗 脱 液 必 须 具 有 同样 的 密度 ,否则 样品 将 留 在 柱 底 ;减轻 对 凝 胶 的 压缩 
是 由 于 洗 脱 液 流动 的 方向 和 重力 作用 的 方向 相反 。 向 上 流动 的 洗 脱 液 是 以 向 上 的 方向 压缩 柱 
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PAS ,而 重力 却 施 加 相反 的 影响 。 为 了 确保 这 些 力 的 平衡 ,每 次 使 用 前 ,应 当 用 大 量 洗 脱 液 洗 柱 ,使 
其 充分 平衡 。 

在 稳定 柱 床 和 层 析 期 间 可 以 无 人 看 管 。 但 这 时 应 采取 安全 措施 ,防止 柱 流 干 。 图 3-15 示 出 
两 种 形式 的 安全 装置 。 这 种 装置 起 虹吸 管 的 作用 。 当 贮 槽 里 的 溶液 水 平面 达到 柱 出 口水 平面 时 
(图 中 的 虚线 》, 则 虹吸 作用 停止 , 洗 脱 液 停止 流动 。 
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图 3-15 ， 凝 胶 层 析 柱 的 安全 装置 | 


5. 外 水 体积 的 测定 

新 装 好 的 柱 ,在 使 用 以 前 要 检查 它 的 均一 性 。 如 有 需要 (如 用 凝 胶 过 滤 法 测定 分 子 量 时 ) ,还 
要 测定 柱 的 外 水 体积 。 这 可 用 高 分 子 量 的 有 色 物 质 (其 分 子 量 在 排 阻 极限 以 上 ) 上 柱 来 完成 。 兰 | 
Wid EBB (MW. = 2 x 10") 符 合 这 个 要 求 。 层 析 时 要 注意 兰 葡 聚 糖 在 柱 中 移动 的 情形 ,同时 收集 从 | 
柱 圭 将 兰 葡 聚 糖 洗 下 来 的 洗 脱 液 ,此 洗 脱 液 的 量 就 是 外 水 体积 。 如 果 柱 装 得 好 , 兰 葡 聚 糖 在 柱 中 
以 均一 的 带 移动 ,而 且 得 到 的 洗 脱 图 谱 也 是 对 称 的 。 如 果 阻 力 不 均一 , 则 兰 RR 糖 的 区 带 就 牌 
斜 , 这 样 的 柱 必 须 重 装 ,然后 再 试 。 

6. 上 样 和 层 析 

对 用 于 凝 胶 层 析 的 样品 必须 孝 虑 如 下 三 个 因素 : 上 样 量 、 样 品 的 粘度 和 离子 强度 。 上 样 量 
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也 就 是 上 柱 样品 的 体积 。 这 在 很 大 程 产 上 取决 于 样品 的 性 质 和 分 离 的 性 质 。 对 于 除 盐 ， 止 样 体 
积 应 是 床 体积 的 10 一 25% ;对 于 分 离 大 分 子 , 则 是 1 一 5% 比 较 合适 。 上 样 体积 再 小 ,如 降 至 柱 床 
体积 的 1% 以 下 , 也 不 能 显著 提高 分 辩 力 。 上 样 体积 的 上 限 在 很 大 程度 上 决定 于 样品 各 组 分 的 
分 配 系数 的 差别 。 如 果 混 合 物 的 各 组 分 需要 很 不 同 量 的 洗 脱 液 将 它们 从 柱 中 洗 出 ， 那 么 上 样 体 


表 3-11 各 种 凝 胶 介 质 所 能 容许 的 最 大 操作 压 


HE 胶 建议 采用 的 最 大 操作 压 〈 厘 米 水 柱 ) 
Sephadex 
G-10 100 
G-15 100 
G-25 100 
G-50 100 
G-75 50 
G-100 35 
G-150 15 
G-200 10 
Bio-Gel P-2 100 
下 100 
P-6 100 
P-10 100 
P-30 100 
P-60 106 
P-100 60 
P-150 36 
P-200 20 
P -300 15 
Sepharose 2B 1 (每 厘米 高 凝 胶 ) 
4B 1 
Bio-Gel A-0.5m _ 100 
A-1.5m 100 
A-5m 100 


积 可 以 增加 。 习 惯 上 ,衡量 两 个 物质 的 分 离 效果 是 根据 各 自 的 洗 脱 体积 之 间 的 差别 ,这 种 差别 用 
分 离 体 积 来 表示 。 图 .3-16 指出 了 样品 量 与 分 离 体积 的 关系 。 通常 样品 体积 必须 小 于 分 离 体 积 
才能 得 到 较 好 的 分 离 效 果 ,否则 就 会 出 现 如 图 3-16 中 间 的 洗 脱 曲线 。 图 3-16 的 上 面 显示 了 样 
品 量 太 少时 所 得 到 的 分 离 曲线 ;而 最 下 面 的 是 为 得 到 完全 分 离 所 能 允许 的 最 大 样品 体积 。 

样品 的 第 二 个 重要 性 质 是 粘度 。 如 图 3-17 所 示 ， 样 品 粘度 过 高 时 , 则 会 产生 宽 的 看 斜 的 洗 
脱 图 谱 。 这 种 现象 是 由 于 溶质 “相对 粘度 "的 影响 造成 的 “相对 粘度 ?是 溶质 对 洗 脱 液 的 粘度 ， 
样品 和 洗 脱 液 的 粘度 相同 时 ,所 得 峰 形 从 而 对 称 。 加 入 葡 聚 糖 使 样品 粘度 增加 , 洗 脱 峰 就 出 现 不 
规则 。 所 以 , 凝 胶 层 析 时 ,必须 严格 控制 样品 的 粘度 。 一 般 相 对 粘度 不 能 大 于 1.5 一 2.0。 图 3- 
17 之 (1)、(2)、(3) 为 样品 的 相对 粘度 分 别 是 11.8.4.2.1.0 时 的 洗 脱 图 谱 。 通常 每 毫升 70 毫克 
蛋白 质 溶液 的 相对 粘度 约 等 于 2.0, 因 此 ,实际 上 ,样品 和 洗 脱 液 的 粘度 通常 不 会 差 过 2 倍 。 
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图 3-16， 上 样 量 对 洗 脱 图 谱 的 影响 


=) 
. 
Sc 


200, 400 600 


LA NE CE Fe/ 毫升 ) 


280 nm 处 的 光 吸 收 值 


200 400 600 800 
洗 脱 体积 (毫升 ) 


图 3-17 样品 粘度 对 洗 脱 图 谱 的 影响 


正如 对 洗 脱 液 的 要 求 那样 ， 样 品 的 离子 强度 应 大 于 0.08， 以 屏蔽 :在 凝 胶 介质 中 可 能 在 


在 的 离子 基 团 。 通常 用 0.2 一 1.0M fy KCL 

Na Cl 将 样品 和 洗 脱 液 调 至 适当 的 离子 强度 。 
狐 胶 层 析 在 很 大 程度 上 取决 于 混合 物 中 的 

分 子 扩 散 到 凝 胶 支 持 物 上 的 机 会 。 机 会 越 多 ， 


所 得 之 分 辩 力 越 高 。 因 此 ， 洗 脱 液 的 流速 对 柱 : 


的 分 辩 力 有 很 大 影响 。 图 3-18 AN 出 尿 苷 酸 的 
洗 脱 图 谱 。 当 流速 增加 时 ， 洗 脱 峰 显 著 变 宽 。 
显然 , 当 两 种 以 上 的 成 分 进行 层 析 时 , 洗 脱 峰 宽 
度 增 加 将 严重 影响 分 辩 力 。 

7. 凝 胶 的 再 生 
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图 3-18 je RAF ARE Sephadex G-25 上 层 析 
图 谱 的 影响 。 柱 规格 : 2x 65 cm 


因为 凝 胶 本 身 不 与 溶质 发 生 任何 作用 ， 所 以 每 进行 一 次 分 离 无 须 再 生 处 理 就 可 以 进行 下 一 
次 的 分 离 。 一 般 的 层 析 床 可 反复 使 用 数 十 次 。 如 果 注 意 防止 微生物 污染 的 话 ， 同 一 凝 胶 可 用 数 
年 不 改变 其 层 析 特性 。 但 实际 操作 时 常 有 一 定 的 污染 物 污染 凝 胶 或 层 析 床 表 面 ， 必 须 做 适当 的 
处 理 。 如 果 只 是 床 表面 污染 的 话 ,可 除去 污染 凝 胶 , 加 入 一 些 新 处 理 的 凝 胶 ， 并重 新 进行 平衡 。 
yy EAS REE TS Ye MAT HA 0.5V NaOH 41 0.5.N NaCl 的 混合 液 进行 处 理 ;， 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 和 


斑 脂 久 凝 胶 由 于 迁 酸 、 碱 不 稳定 ,常用 盐 溶 液 处 理 。 


虽然 凝 胶 层 析 有 很 多 优点 ,但 它 也 有 局 限 性 ， 


如 pH 要 在 6 一 8 之 间 ; 样 品 粘 度 也 有 一 定 限制 ;分 离 能 力 仅 限于 分 子 大 小 等 。 尽管 如 此 , 凝 胶 层 
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析 法 仍 有 广泛 的 应 用 ， 如 分 析 分 离 \ 脱 盐 ` 大 分 子 溶 液 的 浓缩 ,大 分 子 物 质 的 分 子 量 测定 等 。 

七 、 亲 和 层 析 

前 述 的 几 种 方法 是 利用 蛋白 质 的 溶解 度 . 电 荷 . 分 子 大 小 或 吸附 性 质 的 差异 来 完成 提纯 的 。 
1967 年 Werle 等 人 开始 用 胰 蛋 白 酶 的 不 溶 酶 提纯 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 2。 以 后 逐渐 发 展 成 为 一 种 
aie ae a 

.方法 的 原理 

a Lae eae 即 生物 分 子 间 所 具 (有 的 专 一 性 末 和 力 而 设计 
的 层 析 技术 。 例 如 , 酶 和 酶 的 抑制 剂 , 抗原 和 抗体 酶 蛋白 和 辅酶 等 生物 大 分 子 和 小 分 子 配 体 间 
有 一 种 特殊 的 亲和力 ， 在 一 定 的 条 件 下 它们 能 紧密 结合 成 复合 物 。 如 果 将 复合 物 中 的 某 一 方 固 
定 在 不 溶性 载体 上 , 则 可 以 从 溶液 中 专 一 性 地 分 离 和 提纯 另 一 方 。 与 其 它 方法 相 比 亲 和 层 析 从 
理论 上 讲 ,能 产生 一 个 绝对 的 纯化 作用 ,因此 ,可 达到 很 高 的 纯度 。 采 用 一 般 方法 提纯 酶 ,抑制 剂 
aang aa; 操作 十 分 复杂 ;而 采用 亲 和 层 析 , 只 需 一 步 就 能 提纯 100 倍 , 甚 至 1000' 倍 , 产 率 可 高 


达 70 一 95% 。 此 法 的 另 一 个 优点 是 分 离 快速 。 当 要 分 离 的 大 分 子 混 合 物 中 含有 能 破坏 大 分 子 结 ， 


构 的 污染 物 时 (如 蛋白 水 解 酶 ,核酸 酶 ) ,用 亲 和 层 析 可 以 迅速 地 将 要 分 离 的 大 分 子 从 污染 物 中 分 
离 出 来 。 因 此 , 此 法 对 分 离 含量 极 少 又 不 稳定 的 活性 物质 极为 有 效 。 此 法 的 关键 是 要 有 一 个 被 
BEA RAE, 有 了 配 体 ,还 要 以 共 价 键 (有 时 也 以 非 共 价 形式 ) 连接 到 支持 物 ( 如 琼脂 糖 ) 
上 。 然后 将 支持 物 - 配 体 络 合 物 以 适当 的 缓冲 液 装 在 柱 中 。 当 蛋 白质 混合 物 上 到 此 柱 顶 部 时 ， 
大 多 数 蛋 白质 径直 通过 ,但 能 与 配 体 相 互 作 用 的 蛋白 质 则 被 阻 留 或 被 固定 在 柱 上 ? ERE RK 
需要 的 蛋白 质 以 后 ,再 用 适当 方法 将 吸附 在 柱 上 的 酶 洗 下 来 。 因 此 ， Se OT 
酶 的 动力 学 特点 ,这 样 才能 小 心地 设计 最 佳 实验 条 件 ， 

迄今 ,此 法 主要 用 于 蛋白 质 的 纯化 ,但 从 原理 上 说 , 也 同样 能 适用 于 抗原 和 抗体 ， en wi 
， LAAMHAAER AVS, GREG, SREGKAAW, SMEAR, 

进行 亲 和 层 析 以 前 ;必须 考虑 如 下 几 个 问题 ， O 所 用 支持 物 的 类 型 ;@) BOKMAL 
连接 到 支持 物 上 的 方法 ;@ 用 于 吸附 的 条 件 和 将 大 分 子 从 柱 上 洗 下 来 的 条 件 。 

2. 层 析 支持 物 的 选择 HAH 

对 用 于 亲 和 层 析 的 介质 的 要 求 与 凝 胶 层 析 的 介质 类 似 : © JRSM SIR, Sate 
大 分 子 的 作用 很 微弱 ;@ 必须 具有 很 好 的 液体 流动 性 ;@@ 在 较 宽 的 pH 离子 强度 和 变性 剂 深 庶 
范围 内 具有 化 学 和 机 械 稳定 性 ; © 必须 具有 合适 的 ,丰富 的 化 学 基 团 , BRAT CHOATE 
合 ,并 在 联接 的 条 件 下 必须 是 稳定 的 ; © 必须 具有 非常 有 效 的 多 孔 性 。 头 三 个 性 质 不 说 自明 。 
后 两 个 性 质 需 要 做 些 解释 。 以 后 我 们 将 谈 到 ,对 二 定 的 大 分 子 , 其 与 配 体 结合 的 强度 是 配 体 浓 度 
的 函数 。 当 大 分 子 和 配 体 间 的 亲和力 较 低 时 ,为 了 提高 它们 结 合 的 强度 ， 就 必须 增加 配 体 的 数 
目 。 因 此 ,支持 物 上 必须 有 丰富 的 化 学 基 团 供 配 体 结合 ; 而 大 分 子 还 必须 容易 地 接近 送 些 部 位 。 
因此 ,支持 物 必须 有 高 度 的 多 孔 性 。 但 是 ,， 当 大 分 子 和 配 体 有 很 强 亲 和 力 时 ， SIMA 
的 因素 了 。 此 时 ,支持 物 表 面 上 的 有 限 数目 的 部 位 已 足够 结合 全 部 大 分 子 ; 当 结合 的 样品 分 子 太 
大 ,不 能 穿 透 大 多 数 有 孔 支持 物 时 ,支持 物 的 多 孔 性 也 就 不 那么 重要 了 。 

在 亲 和 层 析 中 非常 有 用 的 三 种 介质 是 ,琼脂 糖 、 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 和 受 控 多 孔 玻璃 球 。 这 三 
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者 之 中 ,琼脂 糖 最 常 使 用 ， 因为 它 只 有 上 上面 提 到 的 那些 特点 。 琼脂 糖 的 主要 缺点 是 ;， 当 用 变性 剂 
溶液 洗 脱 时 ， 它 易于 收缩 。 

聚 丙烯 酰胺 含有 大 量 的 闻 酰 胺 基 , 因 此 ,能 制备 高 度 取代 的 支持 物 , 可 惜 它 缺 乏 多 和 孔 性 ;取代 
之 后 , 孔 度 进一步 降低 。 

将 来 受 控 微 孔 玻璃 球 可 能 是 很 有 前 途 的 介质 。 这 种 介质 在 凝 胶 层 析 中 已 经 提 到 过 。 它 是 将 
硼 硅 酸 盐 玻 璃 加 热 到 700 —800°C 制 成 的 。 在 此 温度 下 硼酸 盐 相 和 硅 酸 盐 相 分 离 , 冷却 后 , 硼酸 
盐 相 溶解 在 酸 中 ,同时 留 下 多 秘 的 硅 玻璃 。 

3. 配 体 的 选择 

选择 配 体 要 根据 对 纯化 的 大 分 子 的 特性 的 全 面 认识 。 可 作 配 体 的 有 : RRND YD, 2% 


”应 物 、 酶 的 辅助 因子 。 在 有 些 情 况 下 ,也 可 以 是 酶 的 底 物 。 当 用 酶 的 底 物 时 ,必须 选择 一 定 的 条 


件 不 证 酶 起 催化 作用 。 可 以 通过 取出 酶 所 需要 的 金属 离子 , 改变 pH 或 低温 等 办 法 来 实现 这 二 
目的 4 选择 好 的 配 体 有 两 个 标准 :一 是 在 蛋白 质 和 配 体 间 必须 有 强 的 亲和力 。 解 离 常 数 在 5 mn 
以 下 的 不 是 好 的 配 体 。 相反 ， 亲 和 力 大 高 也 是 有 害 的 。 因为 这 时 解 离 蛋白 质 - 配 笨 复合 物 所 
需要 的 条 件 就 要 较 强烈 ,因而 有 可 能 使 蛋白 质变 性 。 例 如 ,用 抗 生 物 素 蛋白 作 配 体 纯 化 含 生 物 素 
的 羧 化 酶 。 生 物 素 - 抗 生 物 素 蛋白 复合 物 的 解 离 党 数 为 10-!1507 , 它 需 要 6 M 盐酸 且 , 在 pH 1.5 
进行 解 离 。 这 样 的 条 件 可 能 要 使 大 多 数 ( 如 果 不 是 全 部 的 话 ) 羧 化 酶 变性 。 选择 配 体 的 第 二 个 标 
准 是 , 它 必 须 具 有 一 种 适当 的 化 学 基 团 , 这 种 基 困 不 参与 配 体 与 大 分 子 的 特异 结合 , 但 可 以 用 来 
联接 配 体 和 支持 物 , 而 且 这 种 联接 不 应 当 影 响 配 体 和 大 分 子 结合 的 亲和力 。 但 是 当 配 体 -大 分 子 
的 亲和力 很 大 时 , 也 可 以 通过 配 体 与 支持 物 的 结合 来 降低 这 个 亲和力 。 所 以 重要 的 是 不 溶性 的 
配 体 和 所 要 蛋白 质 间 的 有 效 亲 和 力 。 这 个 亲和力 可 以 通过 预备 实验 来 确定 。 将 配 体 用 类 似 于 回 
相 化 的 方式 修饰 ,然后 测定 配 体 -蛋白 质 复合 物 在 溶液 中 的 表现 解 离 常 数值 玉 ;。 

4. 配 体 和 支持 物 的 结合 

配 体 结合 到 不 溶性 聚合 物 上 的 方法 ,目前 已 有 20 多 种 ,但 大 都 可 以 归结 为 载体 结合 法 ,物理 
吸附 法 ; 交 联 法 和 包 埋 法 四 类 。 结 合 的 一 般 步 卫 是 :人 @ 活化 支持 物 上 的 功能 基 困 ; @ 将 配 体 
联接 到 这 些 活化 基 团 上 。 用 来 发 生 交 联 的 化 学 反应 必须 足够 温和 ,不致 使 配 体 和 支持 物 遭 到 
破坏 。 交 联 后 ,要 彻底 清洗 支持 物 , 以 除去 剩 下 的 未 交 联 的 配 体 。 并 且 要 测定 交 联 的 配 体 的 量 。 

最 常 使 用 的 支持 物 是 Sepharose 4 B。 把 支持 物 与 省 化 氢 在 PH 11 进行 处 理 , 则 能 使 支持 物 
活化 。 这 时 ,省 化 氨 与 支持 物 上 的 羟基 反应 ,形成 氨基 甲酸 研 基 团 。 此 外 , 若 有 邻 位 羟基 存在 , 则 
形成 亚 氨 碳 酸 基 团 。 加 入 省 化 氨 的 量 决定 于 支持 物 的 量 。 如 果 希 望 取代 的 程度 高 , 则 加 入 温 化 
氰 的 量 也 要 提高 。 经 过 取代 后 的 支持 物 最 后 用 当 规 的 有 机 合成 操作 法 和 配 体 结合 ， 这 配 体 必须 
含有 一 种 适合 反应 的 基 团 ,通常 是 氨基 或 羟基 。 上 述 过程 可 用 下 式 表 示 543。 


支 :一 OH hot Thaw 
_CNBr ， >= =NH NH2:- 配 ; 配 基 7 CEFN hee 
持 ;一 OH fait 和 偶 联 “一 O 
物 ;一 OH 机 eh ok s 
O NH 
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在 交 联 这 步 ,首先 要 注意 加 入 配 体 的 浓度 。 通 常 , 在 交 联 反 应 混合 物 中 的 配 体 浓 度 应 是 最 终 
产物 所 希望 有 的 浓 诬 的 20 一 30 倍 。 这 样 , 省 化 氧 的 浓度 也 必 须 提高 到 约 200 mg/ml BE hE, 如 
果 在 最 终 产物 里 希望 有 较 少 的 配 体 ,那么 一 开始 加 入 的 溴 化 氰 也 要 相应 地 减少 。 其 次 ,要 考虑 偶 
联 反应 的 pPH。pH 在 9.5 一 10 时 ,活化 的 琼脂 糖 很 不 稳定 。 由 于 非 质子 化 的 配 体 氛 基 参加 偶 联 
反应 ,所 以 ,降低 pH 也 就 减少 了 能 反应 的 配 体 浓 度 ,当然 ,结合 到 琼脂 糖 上 的 配 体 的 量 也 就 减少 
了 了。 当 蛋 白质 结合 到 不 溶性 的 支持 介质 上 时 ,总 是 希望 它们 结合 的 共 价 键 尽 可 能 少 ， A, BOR 
缚 的 分 子 才 能 有 较 大 的 灵活 性 ,以 便 减 小 对 其 功能 的 干扰 。 要 做 到 这 点 的 最 好 办 法 是 ,让 偶 联 反 
应 在 低 pH 下 (如 pH 6.5 一 7.0) 进 行 。 

5. 吸附 剂 的 衍生 物 

在 叙述 配 体 的 选择 时 ,已 经 提 到 , 配 体 和 支持 物 的 联接 不 应 当 影 响 配 体 和 大 分 子 结合 的 亲 和 
力 。 事 实 上 ,如 果 把 配 体 直接 结合 在 支持 物 上 , 往往 由 于 支持 物 的 空间 障碍 ， 大 分 子 不 能 接近 配 
体 。 如 果 在 支持 物 和 配 体 间 加 接 一 个 “空间 臂 ”, 使 配 体 远 离 支持 物 ,而 能 进入 溶液 , 与 酶 作用 ,这 
样 就 消除 了 来 自 支持 物 的 和 干扰 。 表 3-12 所 列 的 数据 就 证 明了 这 一 点 。 从 表 中 可 见 ， 空间 劈 越 
长 ,吸附 容量 越 大 。 


表 3-12 葡萄 球菌 核酸 酶 的 特异 亲 和 层 析 吸 附 剂 


吸 附 剂 RT HE 物 吸附 容量 
A 一 NH 一 《 》-Po- T-PO= 2 
! SS ENP 2 : 
ie 2t ay HCH,CH,NHCCH,-NH—@ | S—Po,--T-PO,; 8 
| 
C —NHCH,CH,CH,NHCH,CH,CH,NH C CH,CH,CNH—@ S—P0,-- T-PO,= 10 


通常 的 连接 空间 臂 的 方法 是 将 琼脂 糖 o- UGE IE IC, tht PAR CI he RI 


化 物 共 价 结合 到 琼脂 糖 上 。 有 两 种 氨 化 物 可 用 于 此 目的 。 一 是 六 甲 基 二 胺 [LNH: 一 (CHz)e 一 
NH?], 二 是 3,3- 二 氨基 二 两 基 胺 LNH: 一 (CH:): 一 NH 一 (CH?): 一 NH?]。 加 接 这 两 种 臂 后 所 
得 到 的 琼脂 糖 衍生 物 相当 稳定 。 这 种 衍生 物 的 最 大 优点 是 能 使 下 一 步 的 配 体 连 接 更 容易 。 例 
ae ae en | 


BX }H)N(CH,),NH 
- Baha) Nis 2 —NH(CH,),NH, 
糖 _ CNBr 
HOOC—fg fk 
pH 4.7 


|NH(CH,)>NH—CO—Fif 
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常用 的 其 它 类 型 有 ce 


N 
\ 
\ 1 H6 i | 
i —NH(CH,),NH,+ 6 PH6 |} __NH(CH,),NH C.CH,CH, COH 
糖 C—CH, [fein 
y 4 
6 


O O 


| | 
—NH(CH,),NH CCH, CH, CNH 


配 体 
O 
NN O 
Bi | | 
fig ;—NH (CH). NH, + BrCH,; CO—N —> }—NH(CH,),NHCCH,Br 
糖 Wer. 
AA 
O 
配 体 一 NH， 
“is 
配 作 -《_ > 一 oH 
Beit 人 | 
N NH 
SVM 
烷 基 化 了 的 衍生 物 
Br JA Tia ws | DMF Na,S,0, 
脂 |—NH (CH,), NH, +O,N—€ —on, 2S es 
BE 一 一 2 


O O 
—NH(CH,), NHC—@. ss N—NH,——> }- NH (CH;),NHC—@ _N=N 
: 人 CT》 SHH 


aik—C_S—OH 
N NH 
WY 


重 气 衍 生物 


以 重 氛 键 连接 的 配 体 有 一 个 重要 的 特点 : 当 固 相配 体 在 pH 9, 经 保险 粉 还 原 , 则 很 易 使 重 


氮 键 断裂 ,释放 出 偶 联 着 的 配 体 , 因 此 , 可 以 精确 测定 其 中 配 体 的 含量 。 也 能 在 温和 条 件 下 从 支 
持 物 上 释放 出 完整 的 蛋白 质 - 配 体 复 合 物 。 
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CH, 


S | 
CH, 


71% H 
HS {—NH (CH,), NH, + 2 | PHS-7, |__NH (CH,), NHCOCHNHCOCH; 
糖 H,C—— CH 4C 

NHCOCH; 一 | 


Be tk - 2a fe |Betk-COOH RO WK 
硫 醚 衍生 物 “ 硫 醚 衍生 物 


以 上 是 最 常用 的 几 种 取代 类 型 。 目 前 带 有 各 种 “空间 臂 ” 的 一 系列 琼脂 糖 衍生 物 已 有 商品 供 
应 。 必 须 指 出 ”空间 璧 ?不 是 越 长 越 好 , 太 长 了 , 亲 和 吸 附 的 效率 反而 降低 ， 可 能 是 由 于 链 长 了 ， 
容易 弯曲 ,反而 使 支持 物 和 配 体 的 距离 缩短 。 如 果 用 大 分 子 作 配 体 , AD BSA “SAB”, aT 
直接 偶 联 在 经 活化 的 琼脂 糖 凝 胶 上 。 

6. 层 析 条 件 的 选择 

在 蛋白 质 混合 物 通过 亲 和 层 析 柱 以 前 , 柱 中 配 体 的 浓度 是 已 知 的 ,而 且 是 恒定 的 。 这 时 , 大 
分 子 的 浓度 为 零 。 当 样品 进入 柱 中 时 , 配 体 和 所 要 蛋白 质 之 间 发 生 随 机 碰撞 ,形成 复合 物 ; 蛋白 
质 二 配 体 二 全 蛋白 质 - 配 体 复 合 物 。 同 时 ,形成 的 复合 物 也 能 解 离 。 随 着 样品 的 不 断 加 入 会 使 已 
经 存在 的 酶 量 不 断 增加 ,并 且 保 留 在 柱 中 。 酶 浓度 的 增加 会 使 上 面 的 方程 式 右 移 , 从 而 有 利于 蛋 
白质 - 配 体 复合 物 的 形成 。 这 样 在 柱 中 就 形成 一 个 明显 的 比较 紧密 的 吸附 带 。 这 个 过 程 就 是 亲 
和 层 析 的 “逐渐 保留 特性 “3。 样品 在 柱 中 吸附 时 的 这 种 特性 能 解 释 为 什么 相对 亲 和 力 很 低 的 
( 开 ; 王 1x10 -317) 系 统 仍 能 成 功 地 进行 亲 和 层 析 。 也 正 是 由 于 这 种 特性 ,从 柱 上 洗 脱 络 合 的 蛋白 
质 所 需要 的 条 件 远 比 通常 预料 的 剧烈 。 在 实际 操作 中 ,可 以 根据 这 个 原理 选择 具体 使 用 的 方法 。 
如 , 当 看 到 配 体 和 大 分 子 间 的 亲和力 很 强 时 ,可 以 采用 分 批 处 理 法 ,因为 这 时 吸附 效率 高 ,有 能 力 
处 理 大 量 样品 ;如 果 配 体 和 和 蛋白质 间 的 亲和力 比较 低 ， 则 采用 柱 层 析 法 比 较 合 理 , 这 时 可 以 充 
分 利用 它 的 自行 保留 特性 。 相 反 , 如 果 亲 和 力 太 大 ， 吸附 过 紧 的 话 , 可 以 把 层 析 物 重 新 悬浮 于 
10 一 20 倍 的 过 量 溶液 中 , 这 样 就 能 有 效 地 降低 游离 酶 的 浓度 ,以 利于 配 体 - 蛋 白质 复合 物 的 解 
离 。 

在 亲 和 吸 附 时 , 杀 和 柱 所 用 的 平衡 缓冲 液 ,其 组 分 .pH 和 离 子 强 度 都 应 选择 亲 和 双 方 作用 
强 , 最 有 利于 形成 复合 物 的 条 件 。 表 3-13 列 出 了 用 于 吸附 各 种 材料 的 条 件 。 

这 里 还 要 考虑 样品 溶液 的 浓度 。 如 果 蛋 白质 的 浓度 很 高 (这 20 一 30 mg/ml), 那么 蛋白 质 就 
容易 聚合 成 聚合 体 ,因而 降低 蛋白 质 与 配 体 间 的 相互 作用 。 另 外 , 在 亲 和 层 析 前 ,将 样品 初步 纯 
化 还 是 有 好 处 的 ,特别 是 在 大 量 制 备 时 更 应 当 这 样 做。 因为 初步 纯化 后 能 减少 要 处 理 的 蛋白 质 
量 ,从 而 节省 亲 和 层 析 的 时 间 。 当 然 , 如 果 末 和 力 很 强 , 也 可 以 直接 进行 亲 和 分 离 。 

前 边 已 经 谈 到 , 洗 脱 束缚 的 大 分 子 所 需要 的 条 件 通常 要 比 束缚 它们 强烈 的 多 。 这 二 点 从 表 
3-13 中 的 数据 也 可 以 看 出 。 洗 脱 束缚 的 蛋白 质 的 方法 基本 上 有 两 种 : 第 一 是 用 含有 较 高 亲和力 
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表 3-13 蛋白质 在 亲 和 层 析 柱 上 的 吸附 和 洗 脱 条 件 


Bi | 固 相 化 配 体 吸 附 条 件 洗 脱 条 件 


BRE BG 腺 苷 0.1MKC1#10. 1 Maem , pH7.0 i 
天 冬 氨 酸 转氨酶 Oy Me RE-5°- BERR 5mM 磷酸 盐 ,pH5.5 100mM 磷酸 盐 ,pPH 5.5 或 
lmg/ml WL RE BERR 
Bae AR BT Ag 磺胺 0.01 开 三 羟 甲 基 毛 基 甲 烷 ,pH8.0| “0 一 10 一 下 梯度 的 乙酰 唑 胺 
( 酶 抑制 剂 ) 
UR AC Syl] es SS 0.1M Na,S,0, 氧 饱和 的 1max 水 杨 酸 盐 
凝固 因子 肝素 0.05 MTris,pH7.5 0.1—0.4 MNaCl 


半 乳 糖 - 阻 过 物 ERee Ss eer 0.05MKCI,pH7.5 0.1M WR, pH 10.5 


AME SAC AEH PAA Be Me. APT ET SAK PE «i BH ss 争 HAA He 
RE LPS a Bs PN Ay a We PSP A SP HE AB HS Bik EBD BEA PSE GB S15 分 
Bh. “BA xT RRR LS A VERE 95% , 则 可 能 需要 1 小 时 以 上 。 增加 竞 争 剂 的 
浓度 , 虽 不 能 改变 洗 脱 所 需 大 分 子 的 时 间 , 但 可 防止 解 离 了 的 复合 物 再 重新 结合 。 如 果 大 分 子 对 
配 体 结合 的 亲和力 很 高 ,那么 即使 在 最 佳 的 洗 脱 条 件 下 : 洗 脱 过 程 也 可 能 是 很 缓慢 的 。 洗 脱 液 里 
一 般 含 有 游离 的 底 物 或 抑制 剂 。 在 室温 或 高 于 室温 的 条 件 下 洗 脱 , 并 间歇 地 中 断 洗 脱 液 的 访 动 ， 
可 得 到 最 好 的 洗 脱 结果 。 第 二 种 方法 是 ,剧烈 改变 复合 物 的 环境 ,以 使 大 分 子 - 配 体 复合 物 解 离 。 
为 此 ,往往 是 改变 洗 脱 液 的 pH 离子 强度 ,温度 。 这 种 改变 应 不 使 蛋白 质 失去 活性 。 一 般 使 用 稀 酸 
《如 栈 酸 ) 或 弱 碱 (如 NH4OH) 。 如 果 这 样 改变 还 不 能 解决 问题 , 则 可 向 洗 脱 液 中 加 入 水 溶性 的 配 
体 ( 即 未 固 相 化 的 同 种 配 体 物 质 ) 。 这 时 又 一 次 利用 了 生物 特有 的 专 一 性 , 即 只 洗 脱 与 配 体 有 亲 
和 力 的 蛋白 质 ,因而 能 提高 纯度 。 使 用 剧烈 条 件 洗 脱 时 ,要 注意 测定 蛋白 质 是 否 变性 。 可 用 催化 
活性 和 调节 活性 的 测定 来 检查 ,也 可 以 用 少量 样品 重新 上 柱 , 看 它 与 配 体 的 结合 能 力 是 否 遭 到 破 
坏 。 

上 面 讲 的 是 只 有 一 种 大 分 子 与 配 体 结合 成 复合 物 , 但 实际 情况 并 不 总 是 这 样 。 MUKA 
酸 作为 配 体 的 亲 和 柱 ,能 够 亲 和 结 合 下 列 物质 :天 冬 酰胺 酶 .天 冬 氨 酸 脱羧 酶 、 RAMBO”. 
这 时 应 当 用 较 不 剧烈 的 条 件 顺序 洗 脱 络 合 的 蛋白 质 。 还 有 一 种 已 经 成 功 使 用 的 方法 是 利用 离子 
强度 梯度 或 莞 争 剂 梯度 进行 洗 脱 <。 此 法 是 用 NADH 作为 竞争 剂 洗 脱 ,以 四 形 梯度 洗 脱 各 种 
不 同形 式 的 LDH, 

八 、 超 离心 法 -” 

离心 技术 是 分 子 生 物 学 和 生物 化 学 研究 中 不 可 缺少 的 一 门 技术 。 这 是 一 种 利用 物质 的 沉降 
_ 系数、 质量 、 浮 力 因子 等 方面 的 差别 ,用 强 离心 力 使 其 分 离 , 浓 缩 .提纯 的 技术 。 离 心 技术 BE 可 以 
是 制备 性 的 ,也 可 以 是 分 析 性 的 ;处 理 样 品 的 量 可 大 可 小 ,小 至 0.2 ml 以 下 ,大 至 数 千 升 ; 应 用 的 
范围 也 相当 广泛 ,目前 可 用 此 技术 分 离 各 种 亚 细 胞 物质 ,如 :线粒体 ,微粒 体 、. 染色 体 , 溶 酶 体 、 肿 
瘤 病 毒 等 ;各 种 与 蛋白 质 合成 有 关 的 酶 系 , 各 种 信使 核糖 核酸 和 转移 核糖 核酸 以 及 脱氧 核糖 核 
酸 , 因 此 ,为 遗传 工程 学 和 酶 学 的 发 展 提供 了 条 件 ; 用 来 产生 离心 力 的 离心 机 也 是 各 种 各 样 ,从简 
单 的 低速 ,高 容量 的 制备 离心 机 到 用 于 精细 分 析 的 超 离心 机 应 有 尽 有 。 虽 然 离心 机 的 种 类 繁多 ， 


* 69 ， 


但 原理 却 是 一 样 的 。 由 于 在 蛋 自 质 的 分 离 提 纯 中 ,制备 性 的 离心 经 常 遇 到 ， 所 以 重点 介绍 这 个 技 
术 下 分 析 性 离心 ,它们 在 方法 学 上 有 很 多 类 似 的 地 方 。 
， 方 法 的 原理 

A a PD 任何 物体 , 当 它 以 稳定 的 角速度 
做 圆周 运动 时 ,都 要 经 受 一 个 向 外 的 离心 力 玉 。 离心 力 的 大 小 决定 于 转 头 的 角速度 @( 以 弧度 / 
秒表 示 ) 和 物质 颗粒 离 旋 转轴 的 距离 "( 以 厘米 计 ) A PSK: 

F=o’r 

F #5 deb S| Dew XIN CH EAD RCF, RCF HD HD Hh HM g (980 悍 

米 / 秒 2) 的 倍数 来 表示 ,所 以 有 : 


rcr=2 


Ay TGF AWA BLOG HAE J) AACA ER ACSA HE RB) 
转换 成 弧度 ; 
pk HEBD) 
30 


因此 ， 
[z( 转 数 /分 )] ¢, 5 
30? 


see es 980 


= (1.119 x10-5)( 转 数 /分 )2.r (3-15) 
这 样 ， 只 要 知道 离心 机 的 转 数 /分 ,以 及 离心 管 中 某 物质 颗粒 到 离心 机 转轴 中 心 的 垂直 距离 
”~ 就 能 知道 这 个 颗粒 所 经 受 的 离心 力 。 
在 离心 力 的 作用 下 ， 物 质 颗粒 以 一 定 的 速度 向 离心 管 底 移动 ， 这 个 移动 的 速度 可 由 下 式 表 
7D 3 


patiesg Beaty (3-16) 


其 中 ,~ 是 离心 转轴 中 心 到 沉降 颗粒 或 分 子 的 垂直 距离 (厘米 ) oO EBL A CK) ,P， 
是 颗粒 的 密度 ( 克 / 厘米 *") ,pw 是 溶剂 密度 ( 克 / 厘 米 ?) ,了 是 摩擦 系数 ( 克 / 秒 ) ,> 是 颗粒 在 与 旋转 
轴 垂 直方 向 上 的 沉降 速度 ,也 叫 辐射 速度 (厘米 / 秒 ) 。(16) 式 的 一 个 更 普通 的 形式 是 用 颗粒 的 
“沉降 系数 S 来 表示 的 。 所 谓 沉降 系数 ,也 就 是 在 单位 力 场 ( 五 ) 中 颗粒 沉降 的 速度 , 即 ， 


由 人 
5 = uBR _ de 
BRED o'r 
或 
87) am 密 
=¢ Fi (3-17) 


SHILLER, FAAS A SEA FHL BLA 107" 秒 ,所 以 把 107 秒 定义 为 一 
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个 Svedberg 单位 , 记 为 S 。 核 糖 体 亚 单位 的 沉降 系数 是 18 x 10° 秒 ,通常 就 记 作 18S 。 

方程 (17) 中 分 子 的 摩 氛 系 数 ,决定 于 分 子 的 大 小 .形状 以 及 介质 〈 分 子 在 其 中 沉降 ) 的 粘 
度 ， 对 于 半径 为 六 的 球形 分 子 来 说 ,摩擦 系数 可 由 下 式 计 算 ; 

St 一 6r1ry (3-18) 

此 处 ,7 是 介质 的 粘度 ， 以 泊 来 表示 {( 克 /厘米 * 秒 ) 。m” EDERAL UE). 因此 ， 
可 以 看 出 ,一 个 球形 颗粒 的 沉降 速度 不 但 取决 于 所 提供 的 离心 力 , 也 取决 于 颗粒 的 大 小 、 形 状 和 
密度 以 及 悬浮 介质 的 粘度 。 

为 标准 化 起 见 ,常常 将 颗粒 在 某 一 条 件 下 测 得 的 沉降 系数 值 对 此 颗粒 在 20°C 的 水 里 所 测 得 
的 值 进行 修正 。 利 用 方程 式 (17) ,经 过 简单 的 数学 处 理 得 到 ， 


1+m(P»— P20+w) 
ot Nae a pelle sl 3-19 
和 + Noon Pe Pim) ey 


这 里 ,Suw 是 颗粒 在 介质 mm 中 ,温度 为 圭 时 所 测 得 的 沉降 系数 ;也 就 是 未 经 校正 的 沉降 系数 ,7onw 
是 介质 在 离心 温度 下 的 粘度 ;7aov 是 20"C 水 的 粘度 ;os 是 溶液 中 颗粒 或 分 子 的 密度 ; Pom 是 介 
质 在 离心 温度 下 的 密度 ;pzovw 是 水 在 20"C 时 的 密度 ; S20-0 是 颗粒 在 20"C 水 中 的 沉降 系数 , 即 经 
过 校正 后 的 沉降 系数 值 。 
假定 在 to—t, 的 一 段 时 间 内 ,颗粒 由 7 0 移动 到 ri 则 积分 (6) 式 得 ， 
" srtaadeashivil 
sf de= @2 fi E 
S(ty=te) =ay(In r,—In ro) 
即 ， $= (3-20) 
这 里 to ERA ro 移动 到 >, 所 需要 的 时 间 。 如 果 颗 粒 或 分 子 的 沉降 系数 是 已 知 的 , 由 式 
(20) 就 可 以 计算 沉降 一 种 粒子 (从 ro 一 r) 所 需要 的 时 间 ， 


tty Corio) (3-21) 


如 果 rv, Fl ro WSF ELE SRM WS DALE DHARMA, 那 AT =2,—ty 
wh ee BURL Ce UL A es EA TB. ae 7 Ea SP ASA Al. 
将 方程 (17) 代 入 方程 (21) 中 ,得 


太一 7 ry 


2 Op, pa tro 

由 式 (22) 可 以 看 出 ,在 某 一 转速 时 ,沉降 一 组 均匀 的 球形 颗粒 所 需要 的 时 间 与 它们 半径 的 平 
方 以 及 它们 的 密度 和 县 序 介 质 的 密度 之 差 成 反比 ,与 介质 的 粘度 成 正比 。 因 此 ,很 明显 , 一 个 大 
体 上 是 球形 颗粒 的 非 均 一 的 混合 物 可 以 用 离心 的 方法 ,根据 它们 的 密度 和 大 小 来 分 离 ,也 就 是 根 
据 它 们 在 一 个 固定 的 离心 场 中 完全 沉降 所 需 的 时 间 不 同 , 或 者 根据 它们 在 一 个 固定 的 离心 场 中 
经 过 一 个 预定 的 时 间 以 后 沉降 的 程度 不 同 来 分 离 。 这 就 是 用 离心 法 进行 分 离 的 基础 。 

2. 制备 性 离心 

用 超 离 心 技术 分 离 纯化 生物 大 分 子 及 亚 细 胞 物质 时 常 采 用 两 类 方法 ,沉降 速度 法 和 沉降 平 
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衡 法 。 在 制备 离心 中 ,颗粒 在 均匀 溶液 中 的 移动 常 被 机 械 振动 、 EE TD. Bk, 
利用 密度 梯度 来 消除 或 减轻 这 种 现象 。 密 度 梯度 是 由 在 离心 管 中 能 迅速 扩散 的 物质 ;如 艺 糖 . 甘 
油 、 氧 化 饮 等 形成 的 , 管 中 溶 液 的 密度 由 管 底 到 管 顶 逐渐 降低 ,形成 一 个 平 没 的 梯度 ; 沉降 速度 
法 主要 是 根据 各 种 被 分 离 物 沉降 系数 的 不 同 来 分 离 物质 的 , 它 所 用 的 密度 习 度 范围 小 , 即 梯度 中 
的 最 夫 密 度 小 于 沉降 样品 的 最 小 密度 。 此 法 适用 于 分 离 密度 相近 ,但 大 小 不 同 的 物质 。 制备 性 
沉降 速度 法 的 离心 特点 是 短 时 间 ， 低速 度 , 使 样品 不 完全 沉降 。 相 反 , 沉 降 平衡 法 是 根 据 欲 分 离 
物 的 密度 的 不 同 来 进行 分 离 的 。 它 所 用 的 密度 梯度 范围 大 , 即 梯 度 的 最 大 密度 夫 于 沉降 样品 的 
最 大 密度 。 此 法 适用 于 分 离 大 小 相近 3 得 密度 不 同 的 物质 。 沉 降 平衡 法 的 离心 特点 是 高 速 长 时 
间 离 心 ,以 使 样品 完全 沉降 在 平衡 位 置 。 

(一 ) 沉降 速度 法 

GQ) 差 速 离心 法 (differential centrifugation) 

此 法 的 特点 是 逐步 增加 离 忌 力 。 每 二 步 的 离心 力 要 选择 到 能 使 一 种 特殊 类 型 的 物质 在 预定 
的 离心 时 间 内 沉降 ， 从 而 得 到 一 个 沉淀 。 然 后 分 离 出 沉淀 。 逐 步 增加 离心 力 ， 进 一 步 离 尼 下 清 
液 ， 使 中 等 颗粒 沉降 ， 最 后 是 大 小 和 密度 最 小 的 颗粒 沉降 。 必 须 注意 ， 每 次 得 到 的 沉淀 ， 必 须 
经 过 几 次 洗涤 后 ， 反 复 悬 浮 和 离心 ， 才 能 得 到 比较 纯 的 部 分 。 差 速 离心 最 常用 于 从 组 级 匀 兹 液 
中 分 离 细 胞 器 。 但 用 此 法 分 离 得 到 的 组 分 决 不 是 均一 的 。 用 密度 梯度 法 可 以 得 到 更 好 的 分 离 。 

@) 速度 -区 带 离心 法 (rate-zonal centrifugation) 

此 法 有 时 也 叫 沉降 系 数 -区 带 离 心 法 。 它 是 将 样品 放 在 一 个 连续 的 液体 密度 梯度 上 。 注 
意 ， 此 密度 梯度 的 最 大 密度 值 应 小 平 沉 降 样 品 的 最 小 密度 值 。 这 时 的 密度 梯度 只 是 为 了 防止 形 
成 的 区 带 由 于 对 瀛 而 引起 的 混合 。 然 后 ， 进 行 离心 ， 直 至 达到 所 需要 的 分 离 ， 即 各 种 颗粒 在 梯 
度 中 形成 了 不 连续 的 区 带 。 但 应 注意 ， 在 重 的 组 分 到 达 管 底 之 前 要 停止 离心 。 或 者 所 用 的 密度 
析 度 包括 了 所 要 研究 的 颗粒 的 密度 范围 ， 这 时 要 离心 到 颗粒 完全 沉降 之 前 ,但 又 足 以 使 各 种 谷 
分 离 物 在 梯度 中 形成 明显 区 带 为 止 。 这 时 ， 所 需要 的 部 分 没有 达到 它 的 等 密度 位 置 。 这 种 方法 
已 用 于 分 离 RNA-DNA 混合 物 ， 核 蛋 自 体 亚 单位 和 其 它 细胞 成 分 的 分 离 。 用 此 法 分 离 密度 相 
同 、 大 小 ( 即 分 子 量 ) 不 同 的 物质 相当 成 功 。 如 果 两 个 蛋白 质 的 密度 相同 ,但 分 子 量 相差 3 倍 , 那 
么 用 此 法 可 以 很 容易 将 它们 分 离 。 相 反 ,对 于 亚 细 胞 器 ,如 ,线粒体 , 溶 酶 体 , 过 氧化 物 酶 体 (它们 
具有 很 不 同 的 密度 ,但 大 小 类 似 ), 用 此 法 则 不 能 得 到 明显 的 分 离 。 这 时 就 要 采用 沉降 平衡 法 。 

(二 ) 沉降 平衡 法 phe ee 

GQ) 等 密度 离心 法 (Isopycnic centrifugation) 

此 法 可 用 密度 梯度 或 不 用 密度 梯度 来 进行 。 不 用 密度 梯度 时 ， 先 用 差 速 离心 法 除去 较 重 的 
颗粒 ,然后 把 含有 所 需 颗 粒 的 样品 悬浮 在 一 个 与 被 分 离 部 分 具有 相等 密度 的 介质 中 , 再 离心 直 
至 所 需要 的 物质 沉降 为 止 ; ,密度 低 于 所 需 物 质 的 颗粒 则 漂浮 在 上 面 。 

另 一 种 情况 是 ,人 为 地 在 离心 管 中 造 成 一 个 连续 的 密度 梯度 ,然后 将 样品 放 到 这 个 连续 密度 
梯度 的 顶部 :注意 ,这 个 密度 梯度 包括 了 所 要 研究 的 颗粒 的 密度 范围 。 然 后 进行 离 忆 ;样品 则 在 
离心 管 中 沿 梯度 运动 ,直到 样品 密度 和 梯度 中 的 密度 相等 时 为 止 。 这 时 样品 不 会 继续 沉降 ,而 是 
排列 成 带 状 > 因为 这 时 它 漂 浮 在 密度 大 于 它 的 液 面 上 。 因 此 ， 这 个 技术 有 时 也 叫做 等 密度 区 带 


人 


离心 ， 它 所 使 用 的 密度 梯度 范围 较 大 。 梯 度 密 度 的 最 大 值 必 须 比 密度 最 大 的 样品 还 要 大 。 为 了 
使 样品 的 所 有 组 分 都 能 达到 它们 的 平衡 密度 ， 需 要 连续 长 时 间 的 高 速 离心 。 此 法 适用 于 分 离 沉 
降 系 数 很 接近 ,但 密度 不 同 的 物质 。 因 为 大 多 数 蛋 白质 几乎 具有 相同 的 密度 ,因此 分 离 蛋白 质 一 
般 不 采用 此 法 。 但 此 法 可 用 于 分 离 核酸 , 亚 细 胞 的 细胞 器 ,如 线粒体 、 乙 醋酸 循环 体 , 溶 酶 体 等 。 

@) 平衡 等 密度 离心 法 (equilibrium isodensity centrifugation) 

此 法 是 利用 一 种 能 在 离心 场 内 自行 形成 密度 梯度 ， 并 在 一 定时 间 内 保持 此 梯度 相对 稳定 的 
物质 一 一 所 化 饮 作为 欲 分 离 物 的 密度 平衡 溶液 。 样 品 和 氧化 饮 的 浓 溶 液 均匀 地 混合 ,离心 , 则 氧 
化 铭 浓 咨 液 自行 产生 一 个 密度 梯度 。 然 后 样品 分 子 在 梯度 中 进行 分 配 。 由 于 离心 力 的 作用 把 样 
品 分 子 赶 到 一 定 的 区 域内 ,在 这 个 区 域 中 ,溶液 的 密度 等 于 样品 本 身 的 漂浮 密度 。 此 法 最 常用 于 
AMAA, 也 用 于 分 离 和 分 析 人 血浆 脂 蛋 白 。 Meselson 等 曾 用 此 法 来 说 明 大 肠 杆 菌 DNA 的 
复制 机 制 汪 >。 

总 之 ,沉降 速度 法 是 一 种 动力 学 的 方法 , 关键 在 于 选择 适合 于 各 分 离 物 的 离心 力 ; 而 沉降 平 
衡 法 则 是 一 种 测定 颗粒 谭 浮 密度 的 静 力 学 方法 ， 关 键 在 于 选择 合适 的 密度 梯度 溶液 。 由 于 目前 
对 核酸 、 蛋 白质 等 生物 大 分 子 的 研究 越 来 越 深 入 到 物质 结构 间 的 细微 差别 上 , 因此 , 沉降 平衡 法 
已 成 为 超 离心 技术 中 广泛 使 用 的 方法 。 

3. 梯度 的 制备 和 取出 

离心 技术 中 ,密度 梯度 有 两 种 :连续 的 和 不 连续 的 。 不 连续 的 或 者 分 层 的 密度 梯度 是 把 密度 
逐渐 降低 的 溶液 一 层 一 层 地 放 到 离心 管 中 。 要 分 离 的 样品 可 以 直接 以 一 个 很 罕 的 带 放 到 这 个 不 
连续 梯度 的 顶层 , 即 密度 最 低 的 一 层 , 然后 离 它 。 这 个 梯度 的 优点 是 容许 增加 梯度 的 容量 ， 而 且 
大 为 地 使 分 离 了 的 颗粒 的 分 布 更 加 集中 。 

连续 密度 梯度 是 通过 一 种 特殊 的 称 为 梯度 形成 器 的 装置 来 制 成 的 。 这 个 装置 与 离子 交换 层 
析 中 所 使 用 的 梯度 混合 装置 十 分 类 似 , 产 生 不 同 的 梯度 形状 〈 如 线性 ` 凸 . 止 形 ) 的 原理 也 相同 。 

要 想 用 密度 梯度 离心 法 成 功 地 分 离 特 定 的 分 子 和 亚 细 胞 细胞 器 ， 必 须 注 意 用 来 确定 梯度 的 
材料 、 离 子 强度 ,粘度 渗透 性 质 以 及 梯度 的 斜率 .pH 稳定 剂 等 问题 。 

用 来 确定 梯度 的 最 常用 材料 是 蔗糖 。 它 便宜 、 纯 度 高 ， 其 溶液 密度 可 达 1.28 克 / 厘 米 。 革 
' 油 与 蔗糖 有 类 似 的 性 质 ， 但 它 的 使 用 密度 只 能 在 1.15 克 / 厘 米 ? 以 下 。 这 两 个 化 合 物 的 缺点 是 ， 
当 它 的 密度 大 于 1.10 一 1.15 克 / 厘 米 ? 时 ,就 变 得 很 粘 , 而 且 即 使 在 浓度 很 低 的 情况 下 , 其 渗透 效 
应 也 很 强 。 这 两 个 缺点 促使 大 们 去 寻找 新 的 化 合 物 : 它 们 应 当 具 有 类 似 的 密度 范围 ,而 且 是 情 性 
的 和 非 离子 化 的 ,还 要 有 较 低 的 粘度 和 渗透 效应 。 现 在 ,有 五 种 材料 可 以 满足 这 些 要 求 。 它 们 是 ， 
Renografin, Urograffin, Ludox、Ficoll 和 Metrizamide。 目 前 ,后 三 种 经 常 使 用 。Ludox 是 杜邦 
公司 生产 的 胶 态 三 氧化 硅 的 商品 名 称 。 用 40% Ludox 溶液 与 多 聚 糖 (An RB) 结合 制 成 的 密 
度 梯 度 ,可 用 来 分 离 各 种 类 型 的 整 细胞 eZ ER, Ficoll 也 全 商品 名 , 它 是 由 蔗糖 和 表 氧 醇 
聚合 起 来 的 高 分 子 量 聚 合 物 。 Metrizamide 是 新 产品 , 潜力 很 大 , 因为 它 能 很 容易 地 产生 高 达 
1.45 5¢/JHOK® 的 密度 。 它 的 梯度 的 形成 可 用 梯度 混合 从 来 完成 ,也 可 以 通过 离心 它 的 均一 溶液 

虽然 上 述 化 合 物 形成 的 梯度 适用 于 分 离 蛋白 质 和 整 细胞 ,但 不 适 于 用 来 分 离 核酸 ,以 及 主要 
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由 核酸 构成 的 病毒 等 。 于 是 又 用 氯 化 狗 来 制备 密度 梯度 。 它 的 最 高 密度 可 达 1.70 Fe, / JRE, 
离心 毛 化 钨 和 要 分 离 样品 的 均一 溶液 , 只 由 于 饮 离子 的 质量 大 , 因此 ， 在 离心 答 中 就 自动 形成 一 
个 密度 梯度 。 除 了 能 得 到 高 密度 以 外 ,所 化 钨 梯度 还 有 一 个 额外 的 优点 : 当 DNA 分 子 在 这 个 梯 
度 中 沉降 时 ,在 各 种 DNA 的 漂浮 密度 和 它们 的 鸟 背 加 胞 喀 喧 的 量 之 间 几 乎 呈 线 性 关系 "。 但 
是 ,用 硫酸 钨 代替 氧化 饮 ， 则 没有 这 种 关系 。 硫 酸 钨 也 有 它 的 优点 : 它 形 成 的 梯度 范围 可 以 是 氧 
化 钨 的 二 倍 , 因此 ,可 用 于 漂浮 密度 很 不 相同 的 DNA 的 分 离 和 沉降 RNA 分 子 。 用 饮 盐 产生 密 
度 梯度 的 实际 问题 是 ,它们 很 贵 ,而 且 容 易 被 吸 放 紫外 光 的 物质 污染 。 有 一 种 方法 可 以 将 纯度 较 
差 的 铭 盐 提纯 到 光谱 纯 ” "。 
还 要 注意 密度 梯度 的 组 成 对 最 后 结果 的 影响 。 例 如 ， 有 两 种 物质 A,B, SEE ECR 
时 , 取 的 密度 比 了 大 ;* 当 它们 在 梯度 乙 中 时 , 则 反 过 来 ,如 的 密度 比 4 大 。 有 时 ， 在 梯度 中 加 入 少 
量 无 机 盐 就 能 改变 欲 分 离 物 的 密度 。 这 种 改变 有 时 是 有 害 的 ,如 , 两 个 本 来 密度 不 同 的 物质 ,经 
过 这 种 改变 后 ,两 个 的 密度 相同 了 ,因此 不 能 达到 分 离 的 目的 "2; 有 时 又 是 有 利 的 ,如 ;两 个 本 来 
很 难 分 开 的 物质 ,经 过 适当 的 处 理 改变 了 它们 的 密度 ,因此 ,能 明显 地 将 它们 分 离开 。 
在 完成 离心 和 分 离 了 各 个 组 分 之 后 ,为 了 把 已 分 离 物质 的 各 条 带 分 开 , 必须 取出 梯度 溶液 。 
从 离心 管 中 取 出 梯度 溶液 有 好 多 种 方法 。 和 营 用 的 是 取代 法 。 另 一 种 常用 的 方法 是 ， 在 离心 管 底 
部 用 针 穿 一 小 孔 , 然 后 , 管 中 的 梯度 溶 
J 梯度 溶液 分 部 收集 在 各 个 试管 之 
et) ae 后 ,就 要 对 它们 进行 分 析 , 如 用 紫外 吸 
收 \ 放 射 性 标记 、 酶 活力 测定 等 ， 以 找 
梯度 的 制备 以 及 在 速度 区 带 离心 中 的 
NT 
4. 各 种 离心 机 及 其 应 用 
和 CA 
9 Bs 这 种 离心 机 最 简单 经济、 常用 于 
各 组 分 的 收集 acm 收集 能 快速 沉降 的 少量 物质 , 如 红 血 
图 3-19 线性 密度 梯度 离心 的 实际 过 程 和 
在 每 分 钟 3,000 转 以 下 。 


液 借 重 力 或 蠕动 泵 的 作用 ， 从 管 流 到 
部 分 收集 器 中 。 

离心 中 组 分 的 分 离 出 所 需要 部 分 的 分 布 情况 。 最 后 根据 
所 得 结果 作 图 。 图 3-19 说 明 了 线性 


(二 ) 高 速 离心 机 

这 种 离心 机 的 速度 在 每 分 钟 20,000 一 25,000 转 。 适 用 于 大 体积 的 制备 性 应 用 ,通常 装 有 冷 
冻 设 备 , 用 来 冷却 转子 室 。 这 类 离心 机 分 二 种 , 一 种 是 较 简 单 的 高 容量 连续 流动 的 离心 机 ,由 快 
速 电动 机 带动 ,转子 是 长 管 形 的 ,其 主要 应 用 是 从 大 量 培 养 液 中 (5 一 500 升 ) 收 集 酵 母 和 细菌 。 当 
培养 液 从 旋转 的 转子 底 口 进入 ,并 向 转子 上 口 移动 时 , 微生物 即 沉降 在 转子 壁 上 ，, 而 河清 的 培养 
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液 则 从 上 日 芒 出 ， 如 果 培 养 液 是 冷 的 , 则 无 须 冷冻 。 

第 二 类 高 速 离心 机 容量 较 低 。 大 多 用 于 一 般 的 生化 实验 室 中 。 转子 温度 要 保持 在 0 一 4"c。 
速度 控制 要 比 临 床 式 的 离心 机 精密 得 多 。 装 有 大 小 不 同 的 离心 答 和 转 头 ,以 适应 不 同 的 制备 量 。 
这 种 离心 机 常用 来 收集 微生物 、 细 胞 碎片 ` 细 胞 ,大 细胞 器 、 硫 铁 沉 淀 和 免疫 沉淀 等 , 但 它 不 能 产 
生 足 够 的 离心 力 来 沉降 病毒 ,小 细胞 器 (如 核糖 体 ) 或 单个 分 子 。 

(三 ) 超速 离心 机 

这 类 离心 机 主要 由 四 个 基本 部 分 组 成 :四 动力 和 速度 控制 ,@) 温度 控制 , © 真空 系统 ,图 
转子 。 它 的 离心 力 可 达 500,000 xg 以 上 ,每 分 钟 75,000 转 。 这 种 离心 机 的 出 现 开 创 了 一 个 完 
全 轩 新 的 研究 领域 。 它 能 分 级 只 有 用 电子 显微镜 才能 看 见 的 亚 细 胞 细胞 器 ,这 样 , 就 能 对 它 的 酶 
成 分 进行 分 析 。 它 甚至 能 分 辨 只 在 N 原 子 上 不 同 (一 种 含 SN，, —F YN) 的 两 类 DNA 分 子 。 
这 种 离心 机 还 用 于 生物 大 分 子 的 纯度 鉴定 、 分 子 量 测定 、 构 象 变化 的 检测 等 。 

九 、 电 泳 法 

电泳 技术 已 经 成 为 鉴定 生物 大 分 子 并 分 析 它 们 的 纯度 的 基本 工具 。 此 法 的 根据 是 ， 很 多 在 
生物 学 上 有 重要 意义 的 分 子 ` 如 氨基 酸 、 多 肽 .蛋白质 和 核酸 , 都 具有 可 电离 的 基 团 , 在 溶液 中 能 
够 形成 带电 荷 的 离子 ,因而 ,它们 在 电场 的 作用 下 就 会 发 生 移动 。 由 于 各 种 分 子 所 带 净 电荷 的 多 
少 不 同 ,因而 , 它们 在 电场 中 移动 的 速度 也 就 不 同 ,这 就 是 电泳 的 基本 道理 。 早 期 的 电 访 方 法 是 
在 芒 糖 溶液 中 进行 的 。 但 是 ,由 于 操作 麻烦 ， 所 需 仪 器 昂贵 , 严重 地 限制 了 它 的 使 用 。 用 淀粉 凝 
胶 代替 坊 糖 作 支持 介质 和 抗 对 流 介 质 后 ， 电 访 在 生物 学 上 的 应 用 增加 了 。 但 只 是 在 应 用 了 聚 两 
烯 酰胺 凝 胶 作 电 访 支 持 物 后 , 才 使 电泳 法 得 到 了 今天 这 样 的 普及 。 在 下 边 的 讨论 中 ,我 们 以 蛋白 
质 为 例 来 说 明 电泳 的 原理 ,但 这 些 原理 也 同样 适用 于 其 它 带 电 分 子 。 

一 、 基 本 原理 

在 讲 离子 交换 层 析 时 ,已 经 谈 到 , 由 于 蛋白 质 含 有 酸性 和 碱 性 氨基 酸 , 所 以 它 带 有 电荷 。 但 
在 电 访 里 ,只 有 离子 的 净 电 荷 才 是 有 意义 的 。 如 果 把 一 个 净 电 荷 为 9 的 离子 置 于 电场 中 , 则 分 子 
就 要 受到 一 个 力 (五 )。 这 个 力 的 大 小 决定 于 分 子 所 带 的 电荷 和 电场 强度 。 用 数学 式 表示 如 下 : 


有 
sca 8: 


其 中 ,五 为 两 个 电极 间 的 电势 差 ;d 是 两 个 电极 间 的 距离 。 五 /4 就 是 通常 所 指 的 场 强 。 如 果 
是 在 真空 里 ,带电 分 子 的 移动 会 很 快 ,最 后 撞 到 电极 上 。 但 是 在 溶液 里 ,就 不 会 是 这 样 , 因 为 电场 
对 分 子 的 拉力 被 运动 分 子 和 溶液 之 间 产 生 的 阻力 或 摩擦 力 平衡 。 根据 Stoke 方程 ， 这 种 阻力 的 
大 小 取决 于 分 子 的 大 小 和 形状 以 及 分 子 所 通过 的 介质 的 粘度 
. F =6 arnv 
这 里 ,五 是 对 球形 分 子 的 阻力 ;r 是 球形 分 子 的 半径 好 是 盗 液 的 粘度 ;是 分 子 运动 的 速度 。 
在 溶液 中 ,电场 所 产生 的 加 速 力 被 阻力 平衡 ,因此 有 


a 4=6 arnv 
E 
因此 ， ae ae (3-23) 
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由 式 (23) 可 以 看 出 ,分 子 在 电场 里 运动 的 速度 与 场 强 和 分 子 的 电荷 成 正比 ,但 与 分 子 的 天 小 
和 溶液 粘度 成 反比 。 由 于 相同 电荷 和 相同 大 小 的 分 子 , 在 一 定时 间 内 会 移 向 电场 内 的 同一 位 置 ， 
所 以 蛋白 质 混 合 物 进 行 电 访 时 ， 每 一 种 蛋白 质 就 会 在 电场 内 的 某 一 位 置 形成 紧密 移动 的 区 带 。 
上 述 讨 论 是 以 电 访 在 蔗糖 溶液 中 进行 为 基础 的 。 当 电 访 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 进行 时 ， 分 子 移动 
的 速度 要 受 凝 胶 本 身 结 构 的 极 大 影响 。 

分 子 在 电场 中 移动 的 速度 常用 电泳 迁移 率 来 表示 ， 即 带电 颗粒 在 单位 电场 强度 下 的 泳 动 速 
度 : 
v L/t dL 


Fe Re ee oe 

KP M ALB SL AMMAKAWIRAs + ABA, EERE, HFEF, 
Mee, Auk, Cea WIRE Bik PTA EEE. 

影响 迁移 率 的 因素 概括 起 来 有 如 下 几 种 : 

i we 

关于 分 子 所 带电 荷 和 分 子 大 小 对 迁移 率 的 影响 ,从 式 (23) 中 可 以 清楚 地 看 出 。 但 是 夫 小 相 
lel ,形状 不 同 的 分 子 , 如 纤维 状 蛋白 质 和 球状 蛋白 质 ,因为 摩擦 力作 用 不 同 , 而 有 不 同 的 迁移 率 ; 

2. 电场 

由 于 在 两 个 电极 之 间 ,溶液 中 的 电流 完全 由 缓冲 液 和 样品 离子 来 传导 , 因此 ,迁移 率 与 两 极 
间 的 电位 差 成 正比 。 因 此 ,迁移 率 与 支持 介质 的 类 型 和 大 小 以 及 缓 神 液 的 离子 强度 有 关 。 

3. Ray 


M (3-24) 


缓冲 液 是 用 来 稳定 支持 介质 的 PH 的 。 但 它 也 影响 化 合 物 的 迁移 率 。 一 般 最 适 的 离子 强度 


在 0.05 一 0.1 克 分 子 浓度 之 间 。 

缓冲 液 的 pH 能 决定 带电 颗粒 (如 蛋白 质 等 ) 的 解 离 程度 和 它 所 带 净 电荷 的 多 少 。 对 于 象 所 
基 酸 、 蛋 白质 这 样 的 两 性 电解 质 来 说 ,pH 值 离 等 电 点 越 远 ， 则 颗粒 所 带 净 电 荷 越 多 ， 泳 动 的 速度 
也 越 快 , 反之 越 慢 。 当 缓冲 液 的 pH 值 等 于 某 蛋 白质 的 等 电 点 时 ， 则 它 在 电场 中 不 动 。 因 此 ;要 
分 离 某 一 蛋白 质 混合 物 , 应 当选 择 一 种 能 扩大 各 种 蛋白 质 所 带电 和 荷 量 差 异 的 pH 值 , 以 利于 各 种 
蛋白 质 的 分 离 。 

4. 支持 介质 

在 用 支持 介质 的 电 泡 技 术 中 ,虽然 使 用 了 比较 惰性 的 材料 作为 支持 介质 ;但 它 的 结 构 性 质 仍 
对 迁移 率 有 很 大 影响 。 

SAK PT EBT RE, AD SC RY Oe Eh Aa tis BE, 因而 造成 拖 尾 现象 , 不 能 形成 一 条 很 铺 
晰 的 带 ， 因 而 降低 分 辩 力 。 吸 附 作用 还 能 降低 总 的 迁移 率 。 纸 的 吸附 作用 最 大 。 但 如 果 使 用 本 
酸 纤维 素 就 可 以 消除 这 种 现象 。 

有 的 支持 介质 (如 纸 和 淀粉 胶 ) 具 有 电 渗 作用 ， 即 电泳 缓 冲 液 相对 于 固体 支持 介质 的 相对 移 
动 。 例 如 ,在 纸 电 泳 中 , 由 于 纸 上 纤 维 素 带 负电 荷 , 因 感 应 作用 而 使 与 纸 相 接触 的 水 溶液 带 正 电 
荷 , 因 此 带 正 电荷 的 液体 就 带 着 溶解 的 物质 移 向 阴 酸 ,从 而 加 速 了 阳离子 的 前 进 , BE OB 
的 移动 。 这 种 作用 在 一 般 的 实验 中 可 以 忽略 不 计 , 但 如 果 到 测定 样品 的 等 电 点 ,就 必须 孝 弄 这 种 
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作用 。-- 般 通过 测定 一 种 中 性 分 子 (如 葡 育 糖 ) 的 迁移 程度 来 确定 电 诊 作 用 的 大 小 。 酷 酸 纤维 素 
和 聚 两 烯 酰 胺 凝 胶 的 电 渗 作 用 比 纸 和 淀粉 低 。 

有 的 支持 介质 具有 分 子 得 作用 , 如 凝 胶 电 泳 。 凝 胶 的 分 子 得 性 质 有 助 于 大 小 上 有 所 不 同 的 
大 的 离子 化 合 物 的 分 离 。 琼 脂 、 淀 粉 和 京 丙烯 栈 胺 凝 胶 的 分 子 得 原理 是 , 随 着 凝 胶 中 交 联 度 的 增 
加 ,孔径 减 小 ,大 分 子 移动 的 阻力 逐渐 增加 。 若 使 用 Sephadex MAKERS, 情况 则 正好 相反 ， 它 的 
特性 是 对 小 分 子 迁 移 的 阻碍 作用 要 比 大 分 子 来 得 大 。 

二 、 电 泳 的 类 型 及 其 应 用 

电泳 基本 上 可 以 分 为 两 大 类 : 不 用 支持 物 的 电 访 技 术 和 用 支持 物 的 电 访 技术 。 从 使 用 型 式 
上 又 可 分 为 水 平 式 ， 垂直 式 、 板 形 、 柱 形 电 访 、 双 向 电 访 、 连 续 纸 电 访 、 电 访 - 层 析 相 结合 的 技术 
等 。 

不 用 支持 物 的 电 访 是 一 种 自由 界面 电泳 。 它 包 括 Tiselleas 式微 量 电 访 , 显 微 电 泳 , 等 电 聚 
焦 ( 密 度 梯 度 ) 技 术 ,等 速 电 访 技 术 等 。 用 支持 物 的 电 访 技 术 中 , 按 支持 物 的 类 型 又 分 为 : 纸 上 电 
泳 ` 栈 酸 纤维 薄膜 电泳 、 薄 层 电 访 , 非 凝 胶 性 支持 物 区 带电 访 ( 支 持 介 质 有 : 淀粉 .纤维 素 粉 、 合 成 
树脂 粉末 等 ) 和 凝 胶 支持 介质 区 带电 泳 (支持 介质 有 : 淀粉 胶 、 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 、 琼 脂 糖 凝 胶 和 玉 
脂 凝 胶 等 )。 低 压 纸 电 访 已 广泛 地 用 在 氨基 酸 、 多 肽 .蛋白质 、 核 背 酸 以 及 带电 矶 水 化 合 物 衍生 物 
的 分 离 上 。 但 小 分 子 在 纸 上 进 行 低压 电泳 时 ,会 产生 明显 的 扩散 。 为 了 克服 这 个 缺点 ,一 般 采 用 
高 压 电泳 ,因为 这 时 分 离 所 需 的 时 间 短 ,分 子 扩散 较 小 。 高 纯度 的 醋酸 纤维 素 对 样品 吸附 作用 比 
纸 小 ,因此 分 辩 力 较 好 ,而 且 它 染色 的 本 底 较 浅 、 能 更 好 地 显示 各 种 成 分 。 RET HE Se Hk TE Mh 
床上 已 广泛 用 于 分 离 血 清 蛋 白 ( 包 括 糖 蛋白 和 脂 蛋 白 ) 和 血红 蛋白 ,并且 也 用 于 免疫 电泳 。 沙 层 电 
访 对 于 分 离 氨基 酸 和 核 背 酸 一 类 小 分 子 特 别 有 用 , 因 为 它 分离 迅 速 、 分 辩 力 高 , 而 且 由 于 它 可 用 
于 双向 分 离 , 所 以 可 以 用 于 蛋白 质 和 核酸 水 解 物 的 指纹 图 谱 分 析 。 

密度 梯度 等 电 取 焦 和 等 速 电 访 在 分 析 上 有 具有 较 高 的 分 辨 力 。 而 且 能 分 离 较 大 量 的 物质 , 分 
离 后 还 能 回收 这 些 物 质 。 这 些 技术 已 成 功 地 用 于 多 肽 .有 蛋白质、 核 苷 酸 的 分 离 。 

凝 胶 电泳 的 最 大 优点 是 它 的 支持 介质 一 一 聚 丙 烦 酰 胺 一 类 的 凝 胶 的 孔径 可 以 选择 ， 因 而 适 
用 于 带 有 相同 电荷 ,但 大 小 和 形状 不 同 的 分 子 的 分 离 ,这 样 , 就 大 大 扩大 了 这 种 技术 的 使 用 范围 。 
淀粉 和 琼脂 凝 胶 的 孔径 不 象 聚 丙烯 酰胺 那样 能 被 控制 ， 但 这 些 凝 胶 在 分 离 高 分 子 化 合 物 的 混合 
物 上 是 很 有 用 的 。 凝 胶 电 访 非 常 适 合 于 核酸 和 和 蛋白质 混合 物 的 分 离 , 但 也 能 分 离 蛋 白水 解 物 ”。 
凝 胶 等 电 聚 焦 特 别 适 用 于 蛋白 质 的 微量 分 析 。 凝 胶 电 访 的 另 一 个 优点 是 ,设备 简单 -操作 简便 ， 
经 济 实 用 ,一 般 的 实验 室 均 能 建立 这 种 技术 ,因而 得 到 了 空前 的 普及 。 因此 ,下面 将 重点 介绍 这 
种 技术 。 

三 ， 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 

1. DR AR PA Pai Bc We RE be HL 

J 凝 胶 孔 径 的 选择 

要 使 电泳 获得 好 的 结果 ,必须 把 样品 分 子 放 在 稳定 的 介质 中 , 即 上 面 所 说 的 支持 介质 。 这 是 
因为 这 种 支持 介质 能 减弱 或 者 消除 电泳 过 程 中 出 现 的 对 流 现象 ,而 且 介质 本 身 不 与 样品 反应 ,也 
不 以 任何 束缚 样品 的 方式 阻 潇 样品 的 移动 。 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 就 是 这 样 的 化 学 惰性 物质 。 它 是 由 
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下 列 物质 合成 的 ,丙烯 酰胺 ,N,N“- 次 甲 基 双 丙烯 酰胺 .四 甲 基 乙 二 膀 ( 符 略 写作 TEMED)、 和 
过 硫酸 狠 溶 于 水 时 ,能 形成 自由 基 : 
S,0,2-—>2 SO," 
如 果 这 些 自由 基 与 丙烯 酰胺 接触 的 话 ERA, MAHER RR Ko TA. 
这 个 “活化 ”了 的 丙烯 酰胺 分 子 再 以 同样 的 方式 连续 与 其 它 两 烯 酰胺 分 子 反 应 ,结果 就 形成 一 个 
长 链 聚 合 物 。 
CONH, CONH, 


SO, - +n CH,=CH-——> X—CH,—CH 
CONH, CONH,  CONH, 一 


这 些 长 链 聚合 物 溶液 ,虽然 很 粘 , 但 还 不 能 形成 凝 胶 , 因为 这 些 长 链 彼此 间 能 够 滑动 。 要 形 
O 


| 
成 凝 胶 还 需要 进行 交 联 。 交 联 剂 就 是 N,N“ -次 甲 基 双 丙烯 酰胺 (CH* 一 CH 一 C 一 NE 一 CH: 一 
O 


oe nee nana 它 可 以 看 作 是 两 个 丙烯 酰胺 分 子 通过 次 甲 基 将 它们 的 无 活性 端 偶 联 在 
一 起 所 形成 的 化 合 物 。 如 图 3-20 所 示 , 这 样 聚 合 后 就 得 到 网 状 丙烯 酰 胺 链 。 网 中 孔径 的 大 小 由 
两 个 因素 决定 : 
CONH, O 
SO,- +n CH,—CH sabre eke ae Ce 
CONH, CONH 
a> CH —-CH--CH,—CH-.¢H,.-CH—GH,—. CH= 


CONH CONH 
| 
ak CH, 
| 
CONH CONH, CONH CONH, 


| 
Sr On CH CH. __-CH-_CH,— CH CH, Chi 
| 
CONH 


CH, 


| 
CONH， CONH CONH, 


| 
enon -cH—¢ a, — CH—CH,—CH—Cu,_CH— 
| 
CONH CONH 
| 


| 
图 3-20 丙烯 酰胺 的 交 联 反应 。 


a. 单位 体积 的 反应 介质 中 所 用 丙烯 酰胺 的 量 ; b. 交 联 度 。 有 人 测定 了 总 浓度 为 6.5 一 
20% 的 丙烯 酰胺 凝 胶 液 在 六 种 不 同比 例 的 双 丙 烯 酰胺 (Bis) 存在 时 聚合 后 的 孔径 大 小 "其 结 
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果 整 理 在 表 3-14 中 。 
3-14 双 丙 烯 酰胺 浓度 对 平均 孔径 的 影响 


R, (A) (ER) 
丙烯 酰 胺 总 浓度 (%) 


(Acr + Bis) 1% 5% | 15% 25% 
(Bis 的 浓度 ) 


由 表 3-14 可 见 ,孔径 的 大 小 在 很 大 程度 上 取决 于 丙烯 酰胺 (Acr) 和 双 丙 烯 酰胺 (Bis) 二 者 的 
总 浓度 T。 了 值 越 大 ,孔径 相应 变 小 ,机 械 强度 增加 。 当 工 值 不 变 时 ，Bis 浓度 在 576 时 孔径 最 
小 。 一 般 不 用 改变 Bis 浓度 的 办 法 来 控制 凝 胶 孔 度 (通常 将 它 固定 在 丙烯 酰胺 总 浓度 全 的 5%)， 
而 是 通过 改变 卫 值 来 控制 孔径 大 小 。 图 3-21 表示 不 同 浓度 的 丙烯 酰胺 ( 殉 / 斑 ) 所 对 应 的 孔径 的 
近似 值 。 必 须 强调 说 明 , 由 于 筷 的 形成 是 随机 的 ,所 以 孔 的 大 小 是 不 均一 的 。 所 谓 孔 径 实际 上 指 
的 是 一 种 分 布 。 有 的 孔径 大 ,有 的 孔径 小 。 所 以 图 3-21 中 的 孔径 值 没 有 多 大 意义 。 它 只 是 粗糙 
地 表示 ,平均 孔径 是 丙烯 酰胺 含量 的 函数 。IEMED 和 -二 甲 基 毛 丙 且 常 作为 形成 凝 胶 的 催化 
剂 ,因为 它们 能 以 自由 基 的 形式 存在 。 它 们 的 使 用 浓度 通常 是 0.4%。 

丙烯 酰胺 还 可 用 核 黄 素 聚 合 。 在 氧 和 紫外 光 存 在 下 , 核 黄 素 受 光 分 解 ,产生 自由 基 。 这 些 自 
由 基 与 过 硫酸 铵 产生 的 自由 基 起 同样 的 作用 。 通常 普通 的 莉 光 灯 可 作为 紫外 光源 , 只 要 靠近 反 
应 混合 物 放置 就 成 。 

合成 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 时 还 要 考虑 缓冲 系统 的 性 质 。 缓 冲 液 一 是 用 来 维持 容器 内 和 丙烯 酰胺 
凝 胶 内 的 pH 恒定 ,二 是 用 作 在 电场 中 传导 电流 的 电解 质 。 要 使 缓冲 液 很 好 地 执行 这 些 作 用 ， 必 
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Al 3-21 凝 胶 浓 度 (重量 百分数 /总 凝 胶体 积 ) 图 3-22 各 种 蛋白 质 的 电 访 迁 移 率 与 总 凝 胶 浓 度 之 
对 平均 孔径 的 影响 间 的 关系 
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须 注意 三 个 条 件 ， 第 一 ,所 选择 的 缓冲 液 必 须 不 与 要 分 离 的 大 分 子 相 互 作 用 ,因为 这 种 相 隙 作用 
能 改变 大 分 子 在 电场 中 的 移动 速度 (如 果 这 种 相互 作用 是 增加 或 中 和 大 分 子 所 带电 荷 的 话 )。 吕 
外 ,这 种 相互 作用 还 能 使 两 个 不 同 的 样品 在 同一 位 置 出 现 。 Cann BRB, AH AeA eS Me 
盐 缓 冲 液 中 走 电泳 时 ， 田 现 了 两 个 蛋白 质 带 c55。 他 将 其 中 的 一 个 蛋白 质 带 回收 后 ;再 第 三 次 走 
电泳 ,结果 又 出 现 了 二 个 带 ,因此 ,他 得 出 结论 说 ,多 条 带 的 产生 是 由 于 硼酸 盐 和 和 白 蛋白 的 某 些 分 
子 相互 作用 的 结果 。 第 二 ,电泳 所 用 的 pH 必须 能 使 要 分 离 的 大 分 子 带 电荷 , EE ERE. 
对 于 蛋白 质 ,pH 的 最 大 限度 通常 是 4.5 一 9.0。 但 根据 所 研究 分 子 的 具体 情况 ,这 个 范围 可 大 可 
小 。 最 后 ,必须 考虑 缓冲 液 的 离子 强度 和 浓度 。 如 果 丙 烯 酰胺 凝 腕 中 的 电解 质 浓度 太 低 ,那么 大 
分 子 所 载 的 电荷 量 就 过 多 ,这样 它们 就 不 能 形成 一 个 尖锐 的 带 , 而 是 一 个 扩散 的 区 带 , 因而 大 大 
降低 分 辩 力 。 相 反 ,如果 凝 胶 中 的 电解 质 浓度 过 高 ,那么 电场 中 的 电流 强度 增加 电压 降低 ,结果 
大 分 子 移动 速度 变 慢 ,而 且 还 要 产生 大 量 的 热 , 产 生 的 热 还 有 可 能 使 要 分 离 的 蛋白 质变 性 。 

凝 胶 的 特性 是 具有 分 子 筛 作用 。 很 明显 ,大 分 子 进 入 凝 胶 的 程度 既 取决 于 分 子 的 大 小 ,也 取 
决 于 分 子 所 通过 的 凝 胶 的 平均 孔径 。 如 果 北 胶 的 大 部 分 孔 的 直径 小 于 蛋 自 质 分 子 的 直径 BA 
无 论 蛋白 质 的 电荷 或 电场 强度 如 何 ,蛋白 质 分 子 不 能 进入 凝 胶 。 正 是 由 于 这 个 分 子 得 作用 , 才 使 
凝 胶 电 泳 获得 了 相当 高 的 分 辨 力 。 如 图 3-22 所 示 , 随 着 凝 胶 总 浓度 的 增加 ， 蛋 自 质 的 相对 迁移 
率 的 对 数 线性 地 下 降 。 Rodbard 等 人 "2 用 一 套数 学 关系 式 来 描述 凝 胶 浓度 对 天 分 子 的 电泳 还 
移 率 的 影响 。 

le M=lg M,—KrT (3-25) 

其 中 ,MI EKER, M 是 蛋白 质 分 子 在 蔗糖 溶液 中 的 自由 迁移 率 ， 了 RRR BR 
HE; Ky 是 阻 兆 常 数 或 图 3-22 中 直线 的 斜率 。 阻 滞 系 数 与 大 分 子 的 半径 有 关 ; 

Kp=C(R+r) (3-26) 

其 中 ,C 是 常数 , R 是 大 分 子 的 几何 半径 ， > 是 凝 胶 纤维 的 半径 , 而且 假 定 它 比 天 分 子 长 得 
多 。 由 于 丙烯 酰胺 凝 胶 孔 的 形成 是 随机 的 ,因此 ,这 些 关 系 式 当然 是 用 统计 学 的 方法 导出 的 。 作 
者 在 收集 了 大 量 的 数据 之 后 指出 ,如 果 进 行 的 实验 足够 多 ,在 大 分 子 的 分 子 量 和 它 在 丙烯 酰胺 凝 
胶 内 的 迁移 率 之 间 就 可 以 确立 一 个 定量 的 相互 关系 。 尽管 这 样 , 在 没有 变性 剂 存在 时 仍 不 用 丙 
烯 酰胺 凝 胶 电泳 测定 大 分 子 的 分 子 量 。 

凝 胶 孔 径 在 凝 胶 电泳 中 是 一 个 重要 的 参数 。 要 想得到 好 的 分 离 效 果 ， ARR IOE 
是 很 关键 的 。 但 遗憾 的 是 至 今 还 没有 一 个 普遍 的 规律 可 循 。 AHR, HE EJ 
7.5% 的 标准 凝 胶 或 用 4 一 10%6 的 凝 胶 浓 度 来 试 测 , 选 出 适宜 的 凝 胶 浓 度 。 实 践 证 明 ,| 当 凝 胶 孔 
径 是 蛋白 质 分 子平 均 半 径 的 一 半 时 ， 常 能 得 到 较 好 的 结果 。 这 是 因为 在 电泳 时 凝 胶 孔 扩大 了 , 足 
以 使 比 孔 径 大 的 蛋白 质 分 子 通过 。 实 用 中 , 常 按 样 品 分 子 量 的 大 小 来 选择 适宜 的 凝 胶 孔 径 , 如 去 
3-15 所 示 。 

@ 电泳 过 程 

电泳 所 需要 的 设备 只 有 两 件 : a 直流 电源 ; b 缓冲 液 贮 槽 系统 。 图 3-23 是 电汇 过 程 的 示 
意图 。 

贮 槽 系统 由 上 、 下 两 个 缓冲 液 贮 槽 组 成 , 凝 胶 在 它们 之 间 , 电流 只 由 聚 丙 烽 酰 胺 凝 胶 接 通 。 
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表 3-15 ”不同 分 子 量 范 里 的 蛋白 质 和 核酸 在 凝 胶 电泳 中 所 选用 的 波 胶 浓度 


| ay 二 量 范 Al me JT. ft RE Oe OR OBE) 

<10¢ } 20—30 

蛋 1—4 x 10¢ 15—20 
白 4x10( 一 1x 10! 10—15 
>5 x 10° 2— 5 

村 <10: 15—20 
10*—10° 5—10 

酸 10°—2 x 10° 2—2.6 
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大 分 子 样品 (如 蛋白 质 ) 是 以 高 密度 溶液 的 形式 置 于 凝 胶 顶 部 的 。 这 种 高 密度 溶液 通常 用 甘 
油 作 成 ,目的 是 防止 样品 与 上 槽 缓冲 液 混合 。 电 泳 常用 的 PH 是 9, 这 时 , 大 多 数 蛋 白质 带 负 电 ， 
因此 ,阳极 放 在 下 贮 槽 中 。 接 通电 源 ,蛋白 质 开 始 向 阳极 移动 。 在 样品 中 ， 通常 还 放 有 示 踪 染料 
(如 省 酚 兰 ) ,作为 电汇 参照 物 。 这 个 有 颜色 的 物质 比 任何 大 分 子 都 走 得 快 。 因 此 , 电 访 过 程 可 以 
继续 到 示 踪 染料 到 达 管 底 时 为 止 。 这 时 ,可 以 确信 ,所 有 的 大 分 子 仍 在 凝 胶 内 。 如 果 大 分 子 走 得 
很 慢 , 那 就 要 通过 试验 确定 合适 的 电 访 时 间 。 图 3-23 表明 了 电流 从 阴极 流向 阳极 时 所 发 生 的 电 
极 反 应 。 这 基本 上 是 一 个 电解 水 的 过 程 , 在 阴极 产生 氧 , 在 阳极 产生 氧 。 但 是 要 注意 , 每 产生 一 
HE FAIA, 仅 产 生 1/2 克 分 子 的 氧 。 根据 这 个 特性 可 以 很 容易 检查 电极 的 极 性 : 阳极 产生 的 
气泡 总 是 阴极 所 生气 泡 的 一 半 。 由 于 有 电极 反应 ,所 以 需要 有 一 个 高 容量 的 缓冲 液 系 统 。 由 电 
极 反 应 可 以 清楚 看 出 ,每 克 分 子 的 电子 流 过 电 访 系统 时 ,在 阴极 和 阳极 分 别 产生 一 克 分 子 的 氨 氧 
根 离子 和 质子 。 

有 的 样品 的 电泳 分 离 需要 很 长 的 时 间 ,这 时 ，, 必须 用 友 将 下 槽 缓冲 液 再 打 到 上 槽 中 , 以 避免 
”消耗 缓冲 容量 ， 避 免 pH 改变。 但 这 样 做 必须 十 分 小 心 。 一 定 要 维持 两 个 贮 槽 的 缓冲 液 界面 是 
恒定 的 ， 而 且 经 由 循环 和 泵 的 两 个 贮 槽 间 不 能 形成 完整 的 回路 。 一 般 是 用 蠕动 泵 将 下 槽 缓冲 液 打 
到 于 槽 ,进入 上 楼 的 缓冲 液 是 一 滴 一 滴 进 入 的 ,不 能 成 流 ， 否 则 就 要 短路 。 上 模 中 还 要 装 一 滋 流 
管 。 当 上 醒 缓 冲 液 的 体积 增加 时 ， 它 就 会 通过 溢 流 管 一 滴 一 滴 地 流 回 下 槽 。 

2. Vell AEE We Hk 

[i] AEH Dk (disc electrophoresis) f& [Wd iF ich Ay D&E BR A i ECE IBS HB Dk HY — Pe WEI K. 
它 的 特点 是 使 用 两 种 凝 胶 系 统 ， 而 且 凝 胶 中 所 用 的 缓冲 系统 以 及 两 缓冲 液 贮 槽 中 所 用 的 缓冲 系 
统 各 不 相同 。 两 种 凝 胶 系统 表示 在 图 3-24 中 。 

下 部 的 分 离 胶 所 用 的 丙烯 酰胺 量 与 类 似 的 区 带电 访 相 同 ( 根 据 不 同情 况 用 5 一 10% )。 大 分 
子 就 是 在 分 离 胶 中 依次 被 分 离 的 。 在 这 个 凝 胶 中 所 用 的 缓冲 液 通常 是 胺 ,如 Tris, 可 用 盐酸 将 其 
调 到 适当 的 ?pH 值 ( 如 8.7)。 分 离 胶 聚合 后 ,再 在 它 的 上 面 聚合 第 二 层 薄 的 (1.0 cm) He BA EE 
制 这 层 胶 所 用 的 丙烯 酰胺 量 要 比 制 分 离 胶 时 所 用 的 少 得 多 ,一般 是 2 一 3% 。 用 在 这 野 胶 中 的 经 
促 液 也 是 胺 (Tris) ,但 它 的 pH 值 要 比分 离 胶 低 2 个 pH 单位 (pH 6.5)。 用 在 蛋 和 白质 样品 中 的 组 
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阴极 反应 
2e +2H.0—~+20H +H; 
HA+OH =A’ +H2O 


(a) 电泳 前 Ch) 电泳 开始 ， (c ) 慢 离子 移动 
了 蛋白 质 在 堆积 到 分 离 胶 中 
H2O -> 2 Ht+ +5-O2+ 26° 
H*+A-<2HA Sy 
AF 蛋白 质 HAR 
图 3-23 表明 电极 反应 的 电泳 仪 示意 图 图 3-24 两 种 凝 胶 系统 和 各 种 离子 在 电泳 过 程 中 
的 运动 示意 图 


冲 液 与 堆积 凝 胶 中 所 用 的 相同 。 PUT Reh A pH 与 分 离 胶 的 相同 ， 但 可 以 把 
它 稍微 稀释 。 上 覃 所 用 的 缓冲 液 也 是 胺 , 但 要 用 弱酸 把 它 的 pH 调 到 相同 于 或 稍 高 于 分 离 胶 所 
用 的 pH, 这 个 弱酸 的 PK 值 应 与 所 要 调 到 的 pH 值 相同 。 通 常用 甘氨酸 来 调节 。 
此 法 的 原理 可 以 通过 通电 后 各 种 物质 (离子 ) 的 电泳 行为 来 理解 。 上 槽 缓冲 液 中 的 甘氨酸 既 
可 以 静电 荷 为 零 的 两 性 离子 存在 ,也 可 以 带 负 电 的 甘 氛 酸 离子 而 存在 ， 
*NH,CH,COO~-—=NH,CH,COO- + H* (9) 
通电 时 ,氧化 物 、 蛋 白质、 省 酚 兰 和 甘氨酸 的 阴离子 都 开始 向 阳极 移动 。 当 甘 氛 酸 离子 进入 样品 
缓冲 液 和 堆积 凝 胶 时 ,就 遇 到 了 低 pH 环境 ,因而 使 (9) 式 的 平衡 向 偶 离 子 的 方向 移动 ,而 偶 离子 
在 电场 中 是 不 动 的 。 甘氨酸 偶 离子 停止 向 样品 和 堆积 凝 胶 移动 就 造成 了 移动 离子 的 短缺 , 因而 
使 电流 减弱 。 但 是 ,通过 整个 电泳 系统 的 电流 必须 维持 恒定 , 因此 , 在 快 离子 和 慢 离子 之 间 的 区 
域 的 电压 增加 ,结果 在 氯 离子 和 甘氨酸 离子 间 产 生 一 个 很 高 的 局 部 电压 梯度 。 在 这 个 条 件 下 , 离 
子 的 相对 迁移 率 是 :甘氨酸 离子 蛋白 质 离子 去 溴 酚 兰 离子 二 毛 离子 。 在 这 个 强 的 局 部 电场 中 ， 
所 有 的 阴离子 蛋白 质 都 移动 迅速 。 堆积 凝 胶 是 大 孔 胶 , 因而 不 阻碍 蛋白 质 的 前 进 。 如 果 哪 一 个 
蛋白 质 超过 快速 离子 , 那 它 的 移动 会 慢 下 来 ,因为 凡 有 和 毛 离子 的 地 方 ,并 不 缺少 离子 ,因此 没有 高 
的 电位 梯度 。 这 样 , 当 蛋 白质 快速 移动 到 含 毛 离 子 的 区 域 时 会 马上 慢 下 来 。 蛋白 质 在 氯 离子 前 
沿 的 后 边 快速 移动 , 当 它 达到 前 沿 时 移动 速度 又 慢 下 来 ,这 种 情况 就 导致 蛋白 质 样品 在 甘氨酸 离 
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子 和 毛 离 子 之 间 聚 集 或 浓缩 成 一 个 密集 的 圆 盘 。 当 蛋 白质 圆 盘 进 入 分 离 胶 时 , 由 于 凝 胶 孔 度 变 
小 ,因此 移动 变 慢 。 这 就 容许 小 的 甘氨酸 离子 赶 上 蛋白 质 。 廿 气 酸 离子 通过 堆积 凝 胶 和 分 离 胶 
的 交界 面 后 ,又 充满 电荷 ,因此 就 不 再 有 短缺 离子 的 现象 。 这 样 , 从 这 点 开始 ,通过 凝 胶 的 电场 强 
度 就 是 恒定 的 了 ,而 且 蛋 白质 的 分 离 过 程 也 就 与 区 带电 泳 完 全 一 样 了 。 圆 盘 电 泳 的 优点 是 ,蛋白 
质 样品 以 一 个 很 窄 的 区 带 进 入 分 离 胶 , 分 离 所 得 到 的 蛋白 质 带 也 很 窄 , 因 此 大 大 提高 了 分 辩 力 。 
但 是 , 圆 盘 电泳 的 缓 训 系 统 、 各 种 胶 的 pH 条 件 的 选择 要 受到 限制 。 幸好 , 前 人 在 实践 中 已 经 建 
立 了 一 些 效果 较 好 的 缓冲 液 系 统 ,它们 的 pH 范围 在 3.5 一 9.5 之 间 "s3-66。 

3. SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 访 

方程 (4)、(7)、(8) 说 明 蛋 白质 在 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 中 的 迁移 率 是 它 所 带 净 电 荷 和 它 的 大 小 的 
函数 。 但 可 能 有 这 样 的 情况 ,两 个 分 子 量 不 同 的 蛋白 质 以 相同 的 速度 向 阳极 移动 。 这 可 能 是 由 
于 蛋 自 质 分 子 大 水 的 差别 被 它们 所 带 净 电荷 的 差别 所 补偿 。 为 了 克服 这 个 问题 , Shapiro 等 人 
试图 在 十 三 烷 基 硫 酸 钠 (SDS) 存 在 下 来 分 离 蛋 白质 混合 物 =s3。 他 们 的 初步 工作 结果 促使 Weber 
等 人 es 测定 了 大 约 40 种 蛋白 质 在 SDS 存在 时 的 电汇 迁移 率 。 他 们 发 现 , 这 些 蛋 白质 的 电泳 迁 
移 率 与 它们 的 分 子 量 的 对 数 呈 线性 关系 。 

SDS 是 阴离子 去 污 剂 , 它 能 与 蛋白 质 的 疏水 部 分 相 结合 , 并 能 把 大 多 数 蛋白 质 拆 成 组 成 它 
们 的 亚 单位 形式 。 由 于 SDS 的 结合 使 变性 的 无 规 盘 绕 的 多 肽 链 获 得 大 量 负 电荷 。 这 大 量 负 电 
荷 基本 上 屏蔽 了 没有 SDS 时 正常 存在 的 任何 一 种 电荷 。SDS 凝 胶 电泳 法 成 功 的 确切 原因 尚 不 
清楚 ,但 它 已 被 广泛 地 用 在 纯 蛋 白质 的 亚 单位 组 成 和 分 子 量 测定 中 。 用 此 法 测定 分 子 量 时 ,至少 
要 有 3 一 4 种 标准 蛋白 质 , 而 且 它们 的 分 子 量 要 分 布 在 未 知 蛋白 质 的 两 侧 。 圆 盘 凝 胶 电 泳 也 可 以 
在 SDS 存在 下 使 用 cssz。Laemmli 提出 了 一 个 广泛 用 于 SDS- 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 的 缓冲 液 
AB, 

Hedrick 和 Smithce5725 描 述 了 另 一 种 测定 分 子 量 的 方法 。 他 们 的 方法 是 以 测量 蛋白 质 进入 
聚 再 烯 酰 胶 凝 胶 的 程度 为 基础 的 。 所 用 的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 含有 不 同 的 丙烯 酰 胺 总 量 , 所 以 具有 
不 同 的 和 孔径。 虽然 此 法 比 上 面 提 到 的 SDS 法 麻烦 , 但 它 的 优点 是 所 测 得 的 分 子 量 是 天 然 蛋 白质 
的 分 子 量 ,可 以 得 到 未 解 离 的 蛋白 质 。 此 法 还 可 用 来 判别 蛋白 质 (如 乳酸 脱 氨 酶 ) 的 电荷 异 构 体 。 

4. WEES Ha RB 

此 法 是 利用 一 种 两 性 电解 质 载体 沿 分 离 凝 胶 柱 在 电场 中 确立 一 个 pH BEE. EEE 
电场 作用 下 ， 则 向 它们 的 等 电 点 相应 的 pH 区 带 移 动 。 就 是 说 , 以 载体 两 性 电解 质 作为 隔离 离 
子 ,把 样品 分 隔 在 相应 的 pH 区 域 中 。 因 为 蛋白 质 在 其 等 电 点 pH 下 兆 电 荷 为 零 , 所 以 在 电场 中 
停止 移动 。 当 蛋白 质 处 于 高 于 其 等 电 点 或 低 于 其 等 电 点 的 pH 时 , 电场 都 会 对 它 施 加 一 种 使 它 
移 回 等 电 点 pH 处 的 力 ,因此 ,蛋白 质 就 聚焦 于 与 它 的 等 电 点 相对 应 的 区 域 ,形成 一 个 紧密 的 带 。 
由 于 各 种 蛋白 质 的 等 电 点 不 同 , 所 以 它们 就 被 集中 和 分 离 在 不 同 区 带 中 ,从 而 达到 分 离 的 目的 。 
在 这 种 电泳 过 程 中 往往 采用 抗 对 流 的 介质 , 如 蔗糖 密度 梯度 或 育 丙 烯 酰胺 。 也 有 用 其 它 方法 抗 
对 流 的 。 用 凝 胶 作 抗 对 流 介质 的 等 电 聚 焦 ,就 是 凝 胶 等 电 聚焦 cr33。 这 种 电泳 虽然 也 用 聚 丙烯 栈 
胺 作 支 持 介质 ,但 其 原理 却 与 盘 状 电泳 完全 不 同 , 凝 胶 等 电 育 焦 并 不 利用 凝 膀 的 分 子 得 作用 。 

等 电 聚 焦 的 关键 问题 是 ，@D 用 裁 体 两 性 电解 质 形 成 pH 梯度 ; @ 稳定 集中 的 分 离 了 的 蛋 
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Sat; @ 分 离 了 的 蛋白 质 的 鉴定 以 及 pH 的 测量 。 

选用 适 宣 的 载体 两 性 电解 质 是 形成 pH 梯度 的 关键 。 载 体 两 性 电解 质 必 须 具 备 如 下 条 件 : 
中 它 的 化 学 组 成 应 不 同 于 被 分 离 物 ,不 干扰 被 分 离 物 的 鉴定 ,如 用 紫外 吸收 测定 蛋白 质 浓 度 时 ， 
它 不 应 当 有 紫外 吸收 ;@ 它 的 分 子 量 要 小 ,这 样 便于 与 被 分 离 的 高 分 子 物质 分 升 (用 透析 法 或 凝 
aw) 5 @ BRAKE, 不 与 被 分 离 物 反应 ， 也 不 能 使 被 分 离 物 变性 ,@ 在 等 电 点 处 必 
须 有 足够 的 缓冲 能 力 , 因 为 当 样品 进入 载体 两 性 电解 质 构成 的 相应 PH 区 域 时 ; 会 影响 这 区 域 的 
pH 值 ; © 在 等 电 点 处 必须 有 足够 高 的 电导 , 以 使 一 定 的 电流 通过 , 而 且 各 不 同 pI 值 的 载体 要 
有 相同 的 电导 系数 ,使 整个 体系 的 电导 均匀 。 如 果 局 部 电导 过 小 ， 就 会 产生 极 大 的 电位 降 , 因而 
其 它 部 分 的 电压 就 会 太 小 ,以 致 不 能 保持 梯度 ,破坏 聚焦 过 程 。 

载体 两 性 电解 质 通常 是 用 具有 几 个 pl 值 很 相近 的 多 乙烯 多 胺 (如 五 乙烯 六 胺 ) 在 70°C7k 
液 中 和 不 饱和 酸 ( 如 丙烯 酸 ) 进 行 加 成 反应 制 得 的 。 产 生 的 是 脂肪 族 多 胺 基 多 羧基 类 的 混合 物 : 


+. 二 
R,—NH,—(CH,),—NH,—R, a CH,—CH—COO- 
le 
= R, —NH,— (CH2)2—_NH—R, 
CH,—CH,—COO- 


R, 和 Rs。 fUZEH RARE ME RRB, AI kL -4* RSPR. RM 
Pe DES RDFA A Wii AD, 2 Fe MBE 300—1000 之 间 , 其 PK 值 各 个 相 异 却 又 互相 
接近 ，pH 范围 在 2.5 一 11 之 间 , 因 此 适合 作 载体 两 性 电解 质 。 它 在 电场 作用 下 ,从 阳极 到 阴极 能 
形成 一 个 pH 值 (2.5 一 11) 逐 渐 上 升 的 平滑 的 连续 的 pH 梯度 。 如 果 保 持 电场 作用 和 有 抗 对 流 介 
质 防 止 混合 时 ,这 个 pH 梯度 是 相当 稳定 的 。 

抗 对 流 介质 一 般 采 用 蔗糖 密度 梯度 或 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 。 用 芒 糖 密度 梯度 效果 较 好 ， 但 所 用 
仪器 比较 复杂 ,此 法 适用 于 制备 性 的 分 离 。 用 凝 胶 作 抗 对 流 介 质 也 能 得 到 很 好 的 分 辩 力 ;而 且 电 
泳 时 间 短 ,操作 简便 ,还 能 做 薄 层 电 聚 焦 和 双向 电 访 。 此 法 适用 于 少量 样品 的 分 析 鉴 定 ， 不 适 于 
制备 分 离 。 f 

从 原理 上 看 ， 等 电 聚 焦 是 一 个 完善 的 较 好 的 分 离 方法 。 它 分 辩 力 高 ， 可 分 离 等 电 点 相差 
0.01—0.02 pH 单位 的 蛋白 质 , 而 且 电 聚焦 能 抵消 扩散 作用 ,使 区 带 越 走 越 窜 ; 而 且 样 品 可 以 充 
泪 整 个 柱 ( 管 ) ,无 须 以 一 个 窗 带 加 入 ,很 稀 的 样品 也 可 以 进行 分 离 ; 此 法 还 可 以 直接 测 出 蛋 和 白质 
的 等 电 点 ,精确 度 可 达 0.01 pH 单位 。 此 法 的 缺点 是 , 它 要 求 用 无 盐 溶液 ， 而 在 无 盐 溶 液 中 有 的 
蛋白 质 可 能 会 沉淀 。 另 外 ， 在 等 电 点 发 生 沉淀 和 变性 的 蛋白 质 也 不 宜 用 此 法 分 离 。 在 大 量 分 离 
样品 时 ， 由 于 较 大 量 的 蛋白 质 在 其 等 电 点 处 聚 成 一 个 罕 带 ， 如 果 聚 焦 的 蛋白 质量 超过 它 的 溶解 
度 ,该 蛋白 质 就 要 沉淀 ,这 样 它 就 不 能 继续 聚焦 ,因而 破坏 了 分 离 过 程 。 在 某 种 程度 上 ;这 个 缺点 
可 以 通过 在 水 平 柱 中 聚焦 来 克服 。 如 图 3-25 所 示 ,在 柱 的 下 部 装 有 波纹 状 的 收集 器 ， 用 来 收集 
沉淀 的 蛋白 质 (如 果 它 很 易 沉 淀 的 话 )。 这 样 ,即使 蛋白 质 沉 淀 了 ,也 不 会 影响 聚焦 过 程 。 

四 、 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 访 的 操作 形式 
1. “Fp BEBE Lk 
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这 种 形式 的 电 访 是 ,在 两 个 玻璃 板 间 ,将 丙烯 酰胺 聚合 成 方形 的 薄板 cs,7o0。 聚合 前 在 板 的 
一 端 放 一 梳 形 模具 , 聚合 后 , 取 下 模具 ， 就 留 下 上 样 用 的 小 孔 。 上 面 恋 到 的 凝 胶 电 访 均 可 采用 这 
种 形式 进行 。 采 用 这 种 技术 可 以 很 容易 比较 同时 进行 电汇 的 许多 样品 ， 因 为 所 有 样品 都 是 在 同 
一 凝 胶 中 ,电泳 条 件 对 所 有 样品 都 是 一 样 的 。 

2. WU ral Yee WBE HL bk 

O'Farrell 曾 报告 用 双向 电泳 法 将 一 个 含 五 千 种 以 上 的 蛋白 质 混合 物 分 成 它 的 单个 组 分 5”。 
这 种 强 有 力 的 技术 是 先 将 混合 物 在 一 个 直径 工 毫 米 的 玻 管 凝 胶 中 进行 等 电 聚 焦 , 聚 焦 后 , 将 凝 
胶 小 心地 从 毛细 管 中 取 出 ,然后 放 到 平板 凝 胶 的 顶部 ， 再 让 样品 在 平板 凝 胶 中 走 SDS- 聚 丙烯酸 
胺 凝 胶 电 泳 。 因 此 ;此 法 是 先 按照 蛋白 质 的 等 电 点 的 不 同 进行 分 离 , 然 后 又 按照 蛋白 质 分 子 量 的 
不 同 进行 分 离 。 由 于 蛋白 质 的 分 子 量 和 等 电 点 之 间 并 没有 什么 必然 的 联系 ,因此 ,在 两 个 方向 上 
利用 这 些 参数 就 有 可 能 获得 很 高 的 分 辩 力 。 

3. 琼脂 糖 - 丙 烯 酰胺 凝 胶 

使 用 复合 凝 胶 是 电 读 技术 最 近 的 一 个 新 进展 。 这 种 凝 胶 是 由 丙烯 酰胺 和 琼脂 糖 构成 的 。 它 
是 应 分 离 很 高 分 子 量 (20 万 以 上 ) 核酸 的 需要 而 研制 的 。 和 孔径 足够 大 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 所 含 两 
烯 酰胺 的 量 要 小 于 或 等 于 2.5%，, 但 这 时 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 几 乎 是 液体 状态 ， 因此, 不 能 使 用 。 
Peacock 和 Dingman575 7 发 现 ， 当 把 琼脂 糖 加 到 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 中 时 ,能 增加 聚 两 烯 酰胺 凝 胶 
的 机 械 强度 。 琼脂 糖 是 中 性 的 线性 多 糖 。 了 琼脂 糖 - 丙 烯 酰胺 凝 胶 是 这 样 制备 的 : 将 琼脂 糖 溶解 
在 沸水 中 (最 终 浓 度 为 0.5% ) ,然后 让 它 冷 却 到 40°C, 在 这 个 温度 下 , 加 入 形成 聚 丙烯 酰胺 所 需 
要 的 各 组 分 。 然 后 将 混合 物 转移 到 适当 的 模具 中 ,如 管 或 平板 。 注意 ,模具 要 事先 预 热 到 40°C, 
进一步 冷却 时 , 凝 胶 就 会 象 琼脂 那样 凝固 。 如 果 两 烯 酰胺 的 浓度 为 0.5%，, 则 这 时 所 得 到 的 凝 胶 
孔径 大 ,机 械 强度 好 。 但 必须 确保 丙烯 酰胺 聚合 后 ,琼脂 糖 才能 凝固 。 如 果 琼 脂 糖 先 凝固 ， 所 得 
到 的 凝 胶 表 面 不 平 正 ， 分 离 效果 也 就 不 会 好 。 KES AO TA 10° 道 尔 顿 的 RNA 分 
子 ,3.5x 105 道 尔 顿 的 DNA 分 子 , 琼 脂 糖 -丙烯 酰胺 凝 胶 是 特别 有 用 的 。RNA 和 DNA 的 分 子 
量 也 常 在 聚 丙烯 栈 胺 凝 胶 中 测定 [75 一 78]。 对 于 RNA 来 说 ,可 用 99% 的 甲 酰胺 代替 水 来 制备 
凝 胶 , 以 防止 RNA 分 子 的 聚合 作用 。 

五 、 用 凝 胶 电 谍 法 分 离 的 大 分 子 的 检测 

电泳 技术 的 广泛 应 用 需要 研制 一 些 方法 用 来 检测 在 聚 两 烯 酰胺 凝 胶 上 分 离 的 大 分 子 。 这 里 
总 结 几 个 方法 。 

1. 考 马 斯 亮 兰 染色 法 
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最 常 采用 的 蛋白 质 桨 料 是 考 马 斯 兰 (Coomassie blue)。 由 于 这 种 染料 的 灵敏 度 很 高 〈 特 别 
是 在 SDS 存在 时 ) ,所 以 , 它 已 取代 了 广泛 应 用 的 氨基 黑 。 用 此 法 染色 前 , 需 将 蛋白 质 用 至 少 10 
ABN REA RE EK. AIR, 0.25% 的 考 马 斯 兰 水 溶液 染色 。 染 色 的 时 间 取 决 于 
所 用 凝 胶 的 浓度 。5% 和 10% 的 凝 胶 分别 需 要 2 小 时 和 4 小 时 。 染 色 时 间 过 长 , 则 蛋白 带 之 间 
的 背景 颜色 就 很 难 退 去 。 过 量 的 染料 用 37°C 的 7% 醋酸 溶 液 反复 洗涤 除去 。 

这 种 染料 的 另 一 种 用 法 是 ,蛋白 质 的 染色 和 固定 同时 进行 。 将 1.25 克 考 马 斯 兰 溶解 在 454 
毫升 50% 甲醇 和 46 毫升 冰 酯 酸 的 混合 液 中 , 用 前 用 华 特 曼 让 纸 过 站。 将 凝 胶 浸 在 上 述 制 备 好 
的 溶液 中 ,经 2 一 10 小 时 ， 即 能 达到 固定 和 染色 的 目的 。 脱 色 液 由 冰 酯 酸 , 甲 醇和 水 组 成 。 用 此 
液 反复 洗涤 凝 胶 即 可 脱色 。 这 种 浸泡 脱色 法 的 优点 是 ,能 把 着 色 微 弱 的 区 带 保 存 下 来 ,缺点 是 费 
时 ,本 底 不 能 完全 除 尽 。 

也 可 以 用 电泳 法 使 凝 胶 脱 色 。 这 时 可 将 凝 胶 重 新 放 入 管 中 , RRR RET AI 
泳 。 也 可 将 凝 胶 平行 置 于 缓冲 液 中 , 然后 在 与 凝 胶 纵 轴 垂直 的 方向 上 进行 电泳 ;这 样 可 以 缩短 脱 
iti, BRAEMAR: O 脱色 速度 快 ; © 能 降低 蛋白 质 带 间 的 本 底 染 色 程 度 。 但 缺点 
是 会 去 掉 着 色 微 弱 的 区 带 。 脱 色 后 凝 胶 保 存在 7%6 醋酸 中 。 

2. 荧光 染色 技术 

由 于 用 考 马 斯 兰 检测 蛋白 质 相 当 费 时 间 ， 因 此 需要 研制 快速 灵敏 的 方法 。 现在 已 有 两 种 方 
法 满足 这 个 要 求 。 第 一 个 ,也 是 最 灵敏 的 方法 -荧光 胺 (fluorescamine) 法 ? 8 荧光 胺 是 不 发 菊 
光 的 分 子 , 能 特异 性 地 与 一 级 胺 反应 ,得 到 荧光 加 成 产物 ， 
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如 果 使 用 含 SDS 的 凝 胶 ， 则 既 可 在 蛋白 质 分 离 后 染色 ,也 可 在 电泳 前 染色 。 虽 然 所 观察 到 
的 荧光 强度 与 一 级 胺 的 浓度 有 直接 关系 ,但 还 不 能 用 作 和 蛋白 质 的 定量 分 析 , 因为 各 种 蛋 和 白质 所 含 
赖 氨 酸 的 量 不 同 ， 而 且 菊 光 强 度 随时 间 不 断 减 弱 。 在 走 SDS 电泳 前 ， 如 果 荧 光 胺 与 含 大 量 赖 氨 
酸 的 低 分 子 量 蛋白 质 反 应 的 话 ， 那 么 共 价 结合 到 和 蛋白质 上 的 荧光 胺 会 改变 蛋白 质 的 分 子 量 。 因 
此 ,在 这 种 情况 下 ,分 子 量 的 测定 就 要 产生 误差 。 


第 二 个 荧光 方法 ,虽然 不 太 灵敏 ( 检 出 极限 20 ue), (LR RGA. EERIE TK 


中 不 发 荣光， 但 当 它 溶解 在 有 机 溶剂 中 或 结合 到 蛋白 质 的 疏水 表面 部 位 时 ， 则 会 发 出 强烈 的 菊 

光 。 此 法 ”要 使 蛋白 质 表 面 变 性 ,方法 是 将 凝 胶 置 于 3 V HCI 中 2 一 5 分 钟 。 然 后 将 凝 胶 放 人 

染 色 缓冲 液 中 。 它 也 可 以 在 没有 酸 变 性 的 情况 下 完成 。 因 此 在 凝 胶 上 显现 出 来 的 蛋 自 质 带 可 以 
”8B6 。 


活性 的 形式 回收 ， 不 过 这 时 染色 的 灵敏 度 要 低 10 一 20 倍 。 

3. 特异 酶 的 检测 

此 法 常 使 酶 催化 的 反应 直接 或 间接 地 与 化 学 反应 偶 联 ， 而 这 个 化 学 反应 能 产生 颜色 很 深 的 
不 溶性 的 产物 ,这 个 产物 就 指示 了 该 酶 在 凝 胶 上 的 位 置 。 由 于 四 唑 盐 的 合成 和 利用 ,可 用 这 种 方 
法 分 析 的 酶 的 种 类 大 大 增加 了 "2 。 

4. 其 它 的 染色 方法 

除了 了 上面 说 的 以 外 ,还 有 一 些 其 它 的 染色 方法 。 例 如 用 alcian blue Ye phar A, 用 ethi- 
dium bromide 染 DNA], Ave RSE ORI epee RNA, 最 新 的 一 种 染料 叫 作 全 染 剂 
(Stains-all) ,因为 它 能 使 大 多 数 大 分 子 染 色 。 这 种 染料 是 阳离子 痰 花 青 (cational carbocyanine) 。 
它 能 将 RNA 染 成 蓝 紫 色 ;DNA 染 成 蓝 色 ;蛋白 质 染 成 红色 ;酸性 粘 多 糖 染 成 从 蓝 到 紫 的 各 种 暗 
DE REARS, ARES AEE RNA, 

5. 定量 检 出 大 分 子 的 方法 

染色 技术 的 主要 缺点 是 不 能 用 它们 来 定量 。 这 个 困难 可 用 放射 性 标记 所 要 研究 的 分 子 的 办 
法 来 克服 。 利 用 放射 化 学 和 电泳 相 结合 的 技术 ,不 仅 可 以 定量 测定 大 分 子 , 而 且 能 大 大 促进 关于 
大 分 子 合成 和 控制 途径 的 研究 。 电 泳 分 离 后 ,可 用 放射 自 显 影 法 来 检测 大 FSF, 此 法 经 济 、 
特别 适用 于 在 平板 凝 胶 上 作 定 性 比较 。 用 于 定量 有 些 困 难 , 而 且 精 确 度 较 低 。 

为 了 精确 地 定量 测定 凝 胶 , 必 须 将 凝 胶 分 成 许多 hth, 然后 用 闪烁 分 光 计 测定 每 块 的 放射 
性 。 可 用 简单 的 切片 机 2 和 自动 凝 胶 分 割 器 2 将 凝 胶 分 割 成 很 薄 的 片 。 

用 微量 光 密 度 计 也 可 以 对 凝 胶 进 行 扫描 定量 测定 。 这 种 光度 计 是 特制 的 , 它 的 光束 RAS 
(有 50 um 宽 ) ,灵敏 度 高 。 现 在 有 不 染色 ,直接 用 紫外 光 扫 描 测定 的 LET, 也 有 染色 后 扫描 的 
光度 计 。 可 用 280 nm 扫描 蛋白 质 ; 用 265 nm 扫描 核酸 ,从 扫描 图 的 峰 面积 ,可 作 相 对 量 的 比较 。 
从 峰 面 积 和 消光 系数 可 求 出 带 中 蛋白 质 或 核酸 的 量 。 扫描 染色 后 的 凝 胶 时 ,不 同 染料 所 用 波长 
不 同 , 考 马 斯 兰 染色 的 ,用 550 nm; 氨基 黑 的 ,用 620 nm; 固 绿 的 ,用 625 nm, 

十 、 蛋 白质 的 结晶 

在 蛋白 质 提 纯 过 程 中 , 当 蛋 白质 达到 一 定 纯度 时 ,就 可 以 进行 蛋白 质 的 结晶 。 现 在 蛋白 质 的 
结晶 被 认为 是 使 样品 达到 均一 状态 的 必须 的 提纯 步骤 。 但 是 结 唱 样品 不 一 定 是 纯 的 。 有 时 蛋白 
质 或 酶 的 第 一 次 结晶 纯度 低 于 50% 。 其 中 可 能 含有 其 它 杂 质 。 当 重 结晶 时 , 若 比 活力 有 所 增加 ， 
则 要 反复 结晶 几 次 ,直至 比 活力 提高 到 一 个 最 大 的 恒定 值 。 所 以 , 重 结晶 法 实际 上 是 提纯 后 期 的 
一 个 部 分 分 级 法 。 

常用 的 结晶 方法 有 : 盐 析 法 \ 有 机 溶剂 法 ,复合 结晶 法 .平衡 透析 法 ` 气相 扩 散 法 .pH 诱导 法 、 
温度 诱导 法 等 。 对 于 不 同 的 蛋白 质 或 酶 ,其 结晶 条 件 各 不 相同 ,必须 在 实 验 中 摸索 ,而 不 能 制定 
一 个 总 的 结晶 规则 。 

平衡 透析 法 5 和 气相 扩散 法 9 是 近年 发 展 起 来 的 。 平 衡 透析 法 的 最 大 优点 是 ,在 蛋白 质 沉 
淀 以 前 , 它 的 浓度 是 恒定 的 。 如 果 蛋 白质 以 不 定形 的 形式 沉淀 , 则 可 以 很 容易 地 改变 外 部 溶液 的 
条 件 ， 使 沉淀 溶解 ， 然 后 再 在 一 个 新 的 条 件 下 进行 结晶 。 用 此 法 可 获得 大 量 酶 的 结晶 。 气相 扩 
散 法 主要 用 于 微量 样品 的 结晶 ,如 tRNA, 通常 具有 很 少 的 材料 可 供 利用 。 此 法 当然 也 适 用 于 


« 87 « 


蛋白 质 的 结 品 , 特 别 是 在 材料 的 量 受到 限制 的 情况 下 。 
现在 ,对 蛋白 质 结 晶 的 兴趣 主要 在 于 制备 适合 于 X- 射 线 衍射 研究 、 中 子 衍射 研 究 的 样品 。 
适用 于 这 种 研究 的 最 小 晶体 ,其 线性 大 小 友 少 要 在 0.2 mm 以 上 。 要 让 晶体 长 成 这 样 的 大 小 , 必 
须 寻 找 适 宜 的 条 件 。 这 些 条 件 无 非 是 控制 溶解 度 的 各 种 因素 .温度 .pH 离子 强度 、 平 衡 离 子 ; 如 
缓冲 液 组 成 的 性 质 ,以 及 其 它 配 体 , 如 辅酶 .抑制 剂 和 其 它 重 金属 的 存在 等 。 现 简 述 如 和 下: 
1. 纯度 


样品 纯度 越 高 ,结晶 越 容 易 ,混杂 蛋白 的 存在 有 时 是 影 琳 单 晶 长 大 的 主要 障碍 ， ML 


晶 形 成 : 但 多 大 纯度 才能 出 结晶 ,没有 统一 的 标准 ,通常 不 应 低 于 50%。 6 

2. 浓度 

ii RHR RR MRA. KER, 结晶 机 会 越 大 。 这 是 因为 蛋 自 质 
分 子 的 扩散 速度 慢 , 相互 碰撞 聚合 的 机 会 增多 。 在 稀 溶液 中 不 易 形成 晶 核 。 WSS 
来 说 ,浓度 在 5 一 30 mg/ml 为 好 。 但 在 过 饱和 状态 下 结晶 ,杂质 含量 多 ,而 且 唱 形 也 不 好 ， 

3. 温度 

温度 可 在 0 一 40”c 之 间 选 择 。 一 般 是 在 低温 下 进行 。 低 温 不 仅 使 蛋白 质 的 溶解 度 低 六 而 且 
不 易 使 蛋白 质变 性 ; 

4. 结晶 时 间 2 

结晶 时 间 视 各 种 蛋白 质 或 酶 的 具体 情况 而 定 。 WER ee TE 
( 几 小 时 ) ,但 结晶 生长 较 宴 ( 需 数 周 , 数 月 )。 但 也 有 例外 ,后 肝 过 氧 化 氢 酶 从 盐 溶 WIE BRK HY 
Mh AG 12 一 24 小 时 。 结 晶 大 小 与 结晶 时 间 、 结 晶 条 件 有 关 , 大 晶体 通常 是 在 生长 较 慢 的 情况 
下 得 到 的 。 8 § | 

5. pH {fh . 

调节 pH 可 以 使 结晶 长 到 最 适 大 小 ,也 可 以 改变 晶 形 。 但 要 注意 酶 的 稳定 性 。 SRR 
pH 值 一 般 应 选择 在 被 结晶 蛋白 质 的 等 电 点 附近 ,这 样 有 利于 结晶 的 析出 。 

6. 金属 离子 

人 金属 离子 能 引起 或 有 助 于 蛋白 质 结晶 过 程 。 有 些 金属 离子 (特别 是 二 价 的 ) 有 促进 结 唱 长 大 
的 作用 。 如 ,在 硫酸 馆 溶 液 中 的 铁 蛋 白 , 加 入 少量 锅 离 子 后 能 形成 菱形 结晶 。 i 

7. KE vy 

有 的 蛋白 质 或 酶 不 易 结晶 ,如 糜 蛋 白 酶 ， 但 若 加 入 微量 的 糜 蛋 白 酶 结晶 , 常 可 导致 大 量 结晶 
的 出 现 。 有 时 用 玻 棒 轻 轻 摩 掠 器 壁 也 能 促进 结晶 的 形成 。 需 要 晶 种 才能 形成 SRE, — 
般 结 晶 收 率 都 不 高 。 


第 六 节 ”纯化 步骤 的 顺序 编排 
概括 起 来 说 ,蛋白 质 的 分 离 提 纯 基 本 上 可 分 为 五 个 阶段 。 首先 要 建立 一 个 适当 的 方便 灵敏 


的 分 析 方 法 ,这 样 才 能 估价 每 一 步 的 提纯 程度 。 关 于 这 一 点 ,将 在 下 一 节 中 讨论 : BO, 要 选择 用 


一 个 最 好 的 含有 所 要 蛋白 质 的 材料 来 源 。 第 三 是 将 所 要 和 蛋白质 从 原料 中 抽 提 出 来 。 第 四 是 在 提 
纯 的 每 一 步 中 都 妥 注 意 使 所 要 蛋白 质 稳定 ,不 变性 。 第 五 是 建立 -系列 分 离 和 浓缩 的 办 法 ,最 终 
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使 所 要 蛋白 质 的 纯度 达到 预定 的 要 求 。 这 些 癌 题 在 前 面 已 经 讨论 过 了 。 现在 的 河 题 是 ,前 述 的 
种 种 分 离 方法 ,究竟 在 什么 时 候 , 什 么 条 件 下 使 用 比较 合适 ? 这 就 涉及 到 纯化 步 嗓 的 顺序 编排 问 
题 。 应 当 说 ,在 这 方面 并 没有 什么 死 规定 ,对 于 一 个 指定 的 酶 ,要 梭 的 是 要 进行 试验 ,直到 找到 合 
适 的 顺序 和 条 件 。 但 从 实际 的 角度 出 发 , 仍 有 一 些 一 般 的 考虑 。 沉 淀 法 可 用 于 处 理 大 体积 ,同时 
还 有 浓缩 蛋白 质 的 作用 ,因此 常用 于 早期 提纯 。 柱 层 析 法 可 处 理 的 体积 通常 要 受到 限制 ,但 这 种 
限制 不 象 电 访 法 那么 严格 。 因 此 ,这 种 方法 常常 用 在 提纯 步 又 的 中 间 。 HMI 在 提纯 步骤 
的 后 期 ,因为 这 时 杂质 少 ,要 处 理 的 体积 也 小 。 亲 和 层 析 如 果 能 用 的 话 , 可 以 期 望 从 粗 抽 提 液 中 
一 次 提纯 但 这 种 理想 的 情况 ,文献 中 还 少见 。 实 际 上 , 在 应 用 亲 和 层 析 以 前 常 要 进行 预备 提纯 。 
结晶 法 一 般 用 在 提纯 的 最 后 一 步 。 离 心 法 最 常用 于 早期 提纯 ,如 制备 无 细胞 抽 提 液 等 ,也 用 于 提 
纯 步 又 的 中 间 。 


第 七 节 ， 提纯 过 程 中 的 定量 


前 已 述 及 ,在 着 手提 纯 蛋 白质 以 前 ,首先 要 建立 一 个 分 析 方法 。 如 果 要 提纯 的 蛋白 质 是 酶 ， 
则 在 提纯 的 每 一 步 必 须 测 定 酶 的 比 活 力 , 即 单位 重量 的 酶 制剂 所 具有 的 活力 ,可 随时 知道 每 一 步 
的 提纯 效果 。 选 择 分 析 方法 有 四 个 标准 :第 一 ,方法 的 特异 性 要 强 , 即 所 测 到 的 酶 活力 只 是 所 要 
分 离 酶 的 活力 ,其 它 的 物质 对 酶 活力 没有 贡献 ,也 不 干扰 测定 酶 活力 的 反应 。 Bo, 方法 的 灵敏 
度 要 高 ,尤其 在 提纯 的 早期 阶段 , 酶 的 比 活力 一 般 很 低 , 因 此 方法 必须 灵敏 。 由 于 方法 灵敏 , 则 测 
活力 所 耗 去 的 酶 量 减 少 ,因而 可 提高 最 终 收 率 。 第 三 ,方法 的 准确 度 要 高 。 这 取决 于 所 用 方法 的 
化 学 基础 ， 第 四 ,方法 的 使 用 要 方 醒 ,快速 。 对 于 不 稳定 的 蛋白 质 来 说 ,这 一 点 很 重要 。 

除了 测定 酶 活力 以 外 ,还 要 测定 蛋白 质 “ 或 酶 ) 的 含量 ,这 样 才能 算得 比 活力 。 蛋 白质 的 含量 
可 根据 其 物理 ,化 学 性 质 来 进行 测定 。 最 常用 的 是 紫外 光 吸 收 法 ;此 法 简便 易 行 ,灵敏 度 较 高 ,可 
推出 10 一 20 ug/ml 的 蛋 自 质 ,而 且 还 适用 于 迄 续 自动 分 析 。 但 需要 有 仪器 设备 。 此 外 福 林 法 和 
微量 双 缩 甩 法 也 是 测定 蛋白 质 含量 的 常用 方法 ,这 两 种 方法 所 需要 的 仪器 、 设 备 比较 简单 ,但 操 
作 烦 琐 。 所 有 这 些 方法 的 使 用 都 离 不 了 分 光 光 度 计 ,因为 这 些 方法 都 是 利用 物质 特有 的 吸收 光 
谱 来 鉴定 物质 性 质 及 含量 的 。 所 以 我 们 在 介绍 这 些 方法 之 前 , 先 要 讲 讲 分 光 光 度 法 的 原理 。 

一 、 分 光 光 度 测 定 法 的 原理 

分 光 光 度 测定 法 是 生物 化 学 中 最 有 价值 的 测定 方法 之 一 。 通过 测定 紫外 ,可 见 或 红外 的 特 
征 吸收 光谱 可 以 鉴定 未 知 化 合 物 , 通 过 测量 在 某 一 波长 的 光 吸 收 可 以 测定 溶 液 中 未 知 化 合 物 的 
浓度 。 酶 催化 的 反应 常 需要 用 分 光 光 度 法 进行 追踪 ,也 就 是 通过 测量 产物 的 产生 和 底 特 的 消 关 
来 追踪 。 当 一 定 光源 所 产生 的 辐射 光 通 过 含有 某 种 物质 的 溶液 时 , 此 物质 能 选择 性 地 吸收 某 特 
定 波 长 的 电磁 波 的 辐射 能 ,从 而 得 到 该 物质 所 特有 的 吸 收 光 谱 。 利用 物质 的 吸收 光谱 来 鉴别 物 
质 的 性 质 及 其 含量 的 仪器 就 是 分 光 光 度 计 。 它 是 用 来 测定 一 定 波长 的 光 透 过 样品 溶液 后 的 光量 
的 。 其 主要 部 件 包 括 :@D 光源 ,@) 平行 光 镜 或 聚焦 装置 , 它 能 产生 平行 光束 ,@) 单 色光 镜 ( 如 楼 
镜 或 光栅 ), 它 能 将 一 束 混合 光波 分 解 为 各 个 单一 波长 光 . 团 狭 颖 ,用 它 来 选择 所 需要 波长 的 光 ， 
回 装 样品 的 比 色 杯 ,@ 光电 池 ( 或 光电 倍增 管 ),D) 检 流 计 , 用 来 记录 光电 池 的 输出 电流 。 

透 过 溶液 的 入 射 光 的 强度 决定 于 样品 溶 流 的 厚度 即 光 路 长 度 人 ) ,吸光 物质 在 溶液 中 的 浓度 
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( 5 )) 以 及 吸光 物质 的 化 学 性 质 。 光 及 收 遵循 的 是 指数 定律 ,而 不 是 线性 定律 。 浓 度 光路 长 度 和 
光 吸 收 之 间 的 关系 可 用 数学 式 表达 如 下 : 


7 C 
一 全 cd 和 一 全 =tde 


或 ， = 一 如 三 和 ”全 =A125 


其 中 一 di 是 浓度 便 定 时 ,光路 长 度 的 微小 增加 (&2) 所 引起 的 透射 光 强 度 的 减少 ,或 者 , 当 光 
路 长 度 恒 定时 ,深度 的 微小 增加 (dc) 所 引起 的 透射 光 强 度 的 减少 。 


爷 是 被 吸收 的 入 射 光 的 百分数 ，。 


& 和 是 比例 常数 ,不 同 的 化 合 物 有 不 同 的 4 值 。 
上 述 微分 关系 可 在 任 一 两 个 光路 长 度 (如 0 一 2) 或 任 一 两 个 浓度 (如 0 一 c) 之 间 积 分 ， 


lad : 4s a fi ¢ 
a I ee ge J 0 


ES gy Os Siva 
eS kl, In c = Ric, 
i: Ig J 
或 者 ， 2.3 1g—-=hcl, 2.3 Ig—-= Ale 
MDG: RES East 
和 
lg 一 ccl， Ig? ale 
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话 ，< 就 成 为 克 分 子 消光 系数 eaw, 如 果 浓 度 用 克 / 升 来 表示 ,，" HRS OO BCs HERR, 

dm =as* MIP; 如 果 浓 度 用 %( 琅 / 户 ) 来 表示 ,那么 消光 系数 则 用 < % 来 表示 。 在 生化 计算 
中 大 多 采用 克 分 子 消光 系数 ,而 且 样品 的 厚度 ( 即 光路 长 度 7) 常 是 1 厘米 , PRD a, fy Hie BE 
Mx C 唱 。 了 吸收 系数 随 波 长 变化 而 变化 .因此 ,<wsat 指 的 是 在 340 nm 处 的 克 分 子 消光 系数 ， 
lg- 区 这 一 项 叫做 “吸收 ”用 -或 光 密 度 (9. D.) 来 表示 .因此 ， 

了 一 act 

这 就 是 著名 的 Lambert-Beer 定律 ,只 要 测定 光 密 度 ( 或 吸收 ) 就 可 以 算出 溶质 在 溶液 中 的 浓 
度 。 浓 度 为 1 1 的 某 种 物质 , 在 一 定 波 长 下 ,于 工 厘 米 宽 的 比 色 杯 中 的 吸收 在 数值 ESE en 
注意 ,4 是 浓度 的 线性 函数 。 

Lambert-Beer 定律 的 指数 性 质 可 以 表示 如 下 ， 

假定 一 束 光 通 过 1 厘米 厚 的 比 色 杯 ( 其 中 含有 1mgy/1l 浓度 的 吸光 物质 ) 时 .能 透 过 80 吧 的 大 
射 光 (有 20% 的 入 射 光 被 吸收 ) 
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sa 


现在 ,在 第 一 杯 的 后 面 放 一 同样 的 杯 ; 透 过 两 个 杯 后 的 光 强度 会 是 多 少 呢 ? 前 面 已 经 说 了 ， 
区 吸收 遵循 的 不 是 线性 关系 ,而 是 指数 关系 ,因此 , 7? 不 是 0.6。 光 程 中 的 每 一 厘米 不 是 明 收 恒 
定量 的 光 , 而 是 每 一 厘米 吸收 20% 的 入 射 光 ,但 第 二 个 杯 的 入 射 光 是 Ti(0.8)， 因 此， 第 二 杯 吸 
We 20 叶 的 0.8、 即 0.16。 透 过 的 光量 是 0.8 的 80% 即 为 原来 入 射 光 的 64%. 
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同样 的 道理 如 果 并 排放 三 个 1 厘米 厚 的 杯子 , 则 每 一 候 都 吸收 它 的 入 射 光 的 20% , 透 过 80% 的 
大 射 光 。 因 此 透 过 第 三 个 杯子 后 的 [3=0.64x0.8=0.512, 

国定 吸收 物质 的 浓度 ,改变 杯子 的 厚度 ,如 2 厘米 、3 厘米 ,或 杯子 的 厚度 固定 ,增加 吸收 
物质 的 浓度 ,如 2 mg/1, 3 mg/1, 则 得 到 同样 的 结果 。 如 下 表 所 示 : 


ii Hey at 0.80 0.61 | 0.512 
测 l=1cem l=1cm l=1cm 
Ses c=1mg/l c=2mg/l c=3m_g/l 
‘ 

件 c 王 1mg// c=1mg/l c=1m/l 
l=1cm t=2cm l=3cm 


<a BATE A Aen PSA: 
.如 有 果 浓 度 为 c 的 溶液 , 透 过 它 的 光 强 度 为 工 以 百分数 表示 ) 的 话 , 则 浓度 为 2c 的 溶液 ， 
ame 的 光 强 度 为 工 ; 3c 溶液 , 则 透 过 的 光 强 度 为 Tazc AUR, MB EM ICR IE A I". 
1 722、 同样 ,如 果 光 程 (O) 增 加 并 倍 , 则 透射 率 为 太 。 

3. 溶液 的 吸收 是 溶质 浓度 的 线性 函数 , 双 倍 的 浓度 则 产生 双 倍 的 吸收 , 三 倍 的 浓度 则 产生 
至 倍 的 吸收 等 等 。 

在 实际 操作 中 ,所 有 的 光 吸 收 测量 都 应 以 “空白 ?溶液 为 参照 物 。 这 是 因为 , 当 一 束 光 通过 装 
有 溶质 深 液 的 比 色 杯 时 ,透射 光 强 度 减 弱 的 原因 ,部 分 是 由 于 溶液 表面 反射 或 散射 光 , 部 分 是 由 
于 溶质 本 身 吸收 光 。 直 于 我 们 测定 的 目的 是 研究 物质 吸收 光 的 情况 ,其 它 则 是 干扰 因素 ,必须 设 
法 除去 。 用 “空白 " 作 参 照 物 , 则 能 消去 反射 ,散射 等 干扰 因素 造成 的 入 射 光 的 损失 量 。 所 谓 “ 空 
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白 ” 溶 液 ,就 是 除了 要 测量 的 溶质 以 外 ,含有 所 有 其 它 分 析 成 分 的 溶液 。 

二 、 浊 白质 浓度 的 测定 

有 几 种 分 光 光 度 法 可 用 于 测定 蛋白 质 溶液 的 浓度 。 现 分 述 如 下 : 

1. WAR: 

双 缩 躁 法 是 第 一 个 用 比 色 法 测定 蛋白 质 谊 庶 的 方法 -953, 至 今 仍 广 泛 采用 。 在 需要 快速 ,但 不 
很 准确 的 测定 中 ,最 常用 此 法 。 硫 铵 不 干扰 显 色 ,这 对 蛋白 质 提 纯 的 早期 阶段 是 非常 有 利 的 。 双 
缩 逐 法 的 原理 是 Cu2+ 与 蛋白 质 的 肽 键 ,以 及 酷 氨 酸 残 基 络 合 ,形成 紫红 色 络 合 物 , 此 物 在 540n 
波长 处 有 最 大 吸收 ， 双 缩 申 法 常用 于 0.5~10 mg/ml BRAM. Twa, UR 
有 具 有 了 驮 性 质 的 缓冲 液 ,如 Tris,Good 缓冲 液 等 。 可 用 沉淀 法 除去 干扰 物 , 即 用 等 体积 10% 冷 的 三 
氧 醋酸 沉 演 蛋白质, 然后 弃 去 上 清 液 , 再 用 已 知 体积 的 1 N NaOH 溶解 蛋白 质 ， 

2. Lowry 法 

此 法 是 双 缩 甩 法 的 进一步 发 展 "? ?52。 它 的 第 一 步 就 是 双 缩 躁 反 位 , A Cu 与 蛋白 质 在 碱 
性 溶液 中 形成 络 合 物 ,然后 这 全 络 合 物 还 原 磷 钼 酸 - 磅 忽 酸 试剂 ( 惧 福 林 - 酚 试剂 思 结 果 得 到 深蓝 
色 物 。 此 法 比 双 缩 脲 法 灵敏 得 多 ,适合 于 测定 20~400 ug/ml 的 蛋白 质 溶液 。 但 也 很 费 时 间 ， 
其 干扰 物质 与 双 缩 脲 法 相同 ,而 且 受 它 们 的 影响 更 大 。 硫 醇和 许多 其 它 物 质 的 存在 会 使 结果 产生 
严重 偏差 。 另 外 要 注意 的 是 ,加 入 福 林 试剂 时 要 特别 小 心 , 这 个 试剂 只 在 酸性 pH 环境 中 才 稳 定 ， 
但 上 边 提 到 的 还 原 反 应 只 有 在 pH LOMA RA, 因此 , 福 林 试 剂 加 入 到 碱 性 的 Cu- 和 蛋 自 质 溶 
液 中 时 ,必须 立 娃 搅拌， 以 使 伙 钼 酸 - 磷 钨 酸 试剂 在 没 被 破坏 以 前 能 有 效 地 被 Cu” - BARBS 
物 所 还 原 。 

3. 紫外 吸收 法 

大 多 数 蛋 白质 在 280 nm 波长 处 有 特征 的 最 大 吸收 ,这 是 由 于 和 蛋白质 中 有 酷 氨 酸 、 色 氛 酸 和 
苯 两 氮 酸 存在 的 缘故 ， 因 此 ,利用 这 个 特异 性 吸收 ,可 以 计算 蛋白 质 的 含量 。 如 果 没 有 和 王 扰 物质 
的 话 ,在 280 nm 的 吸收 可 用 来 测定 0.1~0.5 mg/ml 的 蛋 自 质 溶液 ， 部 分 纯化 的 蛋 和 白质 常 含有 
核酸 ,核酸 在 260 nm 波长 处 有 最 大 吸收 .有 核酸 时 ,所 测 得 的 蛋白 质 诊 度 必须 作 适 当 校 正 ,一 般 
按 下 式 粗略 计算 : 

蛋白 质 浓度 (mg/ml) =1.55 Adg7—0.76 Al 

A) 吕 是 蛋白 质 溶液 在 280 nm 波长 处 ( 光 程 1 厘米) MIMI. Alo ZEA RI RK 
在 260 nm 波长 ( 光 程 1 厘米 ) 处 所 测 得 的 光 密 度 值 。 

此 方程 是 从 烯 醇 酶 (在 酵母 核酸 存在 时 ) 得 出 来 的 。 因此 ,对 其 它 蛋 白质 和 其 它 核 酸 不 一 定 
适用 。 由 于 各 种 蛋白 质 所 含 芳香 族 提 基本 的 量 不 同 ,因此 ,浓度 为 0.1%% 的 各 种 蛋 握 质 在 280 nm 
处 的 消光 系数 (a382) 在 0.5~2.5 之 间 变 化 。 ; 

所 有 的 蛋白 质 在 230 nm 以 下 都 有 强 吸收 ,例如 , 牛 血清 白 蛋 究 的 a0 到 在 225 和 215mm 处 
分 别 为 5.0 和 11.7 ,而 在 280 nm 处 则 为 0.58 。 在 230 nm 以 下 的 强 吸 妆 是 由 于 肽 键 的 存在， 
因此 ;此 值 对 所 有 的 蛋白 质 都 是 一 样 的 。 从 在 215 和 225 nm 处 的 吸收 差 可 以 测定 浓度 为 瑟 二 
100 we/ml 的 和 蛋白质。 标准 曲线 由 A 工 对 蛋白质 浓度 作 图 而 得 到 。 和 蛋白 质 浓 旗 可 以 近似 地 南下 
式 得 到 
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He EY He) (ug/ml) =144 (Aii3nm 一 A353nm) 吸收 差 是 用 来 减少 洲 液 中 非 蛋白 质 成 分 产 
生 的 误差 : 但 是 ,蛋白 质 之 间 的 分 子 量 差异 比较 大 ,也 就 是 肽 键 数 目 不 同 ,因此 ,在 比较 几 个 蛋白 
质 含 景 时 ,必须 作 适 当 校 王 。 高 浓度 的 缓冲 液 干扰 测定 , 某 些 无 机 化 合 物 也 可 能 干扰 测定 。 如 不 
能 用 0.1 N NaOH 溶解 蛋 握 质 , 用 5 mA NaOH 溶解 蛋白 质 则 没有 问题 。 由 于 蛋白 质 的 吸 收 
eh iy FA] pH 改变 而 改变 ,所 以 在 制作 标准 此 线 时 ,必须 与 样品 条 件 一 致 。 


第 八 节 纯度 标准 


测定 蛋白 质 样 品 的 纯 疤 远 非 易 事 。 因 为 要 受到 很 多 限制 。 鉴 定 小 分 子 纯度 的 一 般 标 准 不 适 
用 于 蛋白 质 ， 蛋 扯 质 结晶 在 很 多 情况 下 可 以 达到 纯化 ,但 结晶 本 身 并 不 是 纯度 的 充分 标准 ,因为 
蛋白 质 易于 形成 混合 结晶 物 ， 而 且 以 相同 的 方法 反复 结晶 仍 保留 有 混合物。 从 和 蛋白质 制剂 中 检 
测 出 少量 污染 蛋 和 白质 是 很 困难 的 ,因为 污 桨 蛋 外 质 的 量 可 能 低 于 很 多 分 酉 方法 的 检测 极限 。 也 
可 能 有 这 样 的 情况 : 当 用 一 个 方法 测定 蛋白 质 纯度 时 ,可 能 有 二 个 或 更 多 的 蛋白 质 , 其 表现 行为 
类 似 。 这 种 类 似 的 表现 行为 可 能 会 产生 本 来 是 混合 物 的 样品 也 被 认为 是 均一 的 错误 结论 .因此 ， 
只 用 一 种 方法 作为 纯度 试验 的 标准 是 很 不 可 靠 的 , 必须 选择 多 种 试验 纯度 的 方法 。 只 有 当 样品 
通过 了 所 有 的 试验 ,才能 确定 这 个 样品 是 纯 的 。 事 实 上 , 还 没有 一 个 真正 的 检验 纯度 的 方法 ,只 
有 检测 样品 不 纯 的 或 非 均 一 性 的 方法 。 这 些 方法 只 能 提供 其 它 物 质 不 存在 的 证 据 。 纯 度 最 终 取 
决 于 所 用 方法 的 类 型 和 分 辩 力 。 用 低 分 辩 力 方法 证 明 是 纯 的 样品 , 改 用 高 分 辩 力 方法 时 就 可 能 
证 明 它 是 不 纯 的 。 而 且 每 一 种 方法 只 能 描述 样品 在 某 一 方面 的 性 质 。 例 如 , 用 高 分 辨 力 的 SDS 
电泳 法 进行 测定 ,得 到 一 条 均一 带 , 这 只 能 说 明 样 品 在 分 子 量 方面 是 均一 的 : 如果 用 酶 分 析 法 检 
测 污染 物 ,分 辩 力 还 能 进一步 提高 ,但 污染 物 必 须 有 特异 的 酶 反应 性 质 ， 因 此 , 最 好 的 纯度 标准 
是 : 建立 多 种 分 析 方 法 ， 从 不 同 的 角度 去 测定 蛋白 质 样 品 的 均一 性 。 下 面 介 绍 几 种 试验 纯度 的 
方法 ， 

1. 层 析 性 质 的 考查 | 

当 用 线性 梯度 离子 交换 法 或 分 子 筛 法 层 析 试验 样品 时 ,如 果 制 剂 是 纯 的 , 它 就 应 当 显示 出 恒 
定 的 比 活力 。 这 一 点 ,只 要 测定 各 个 部 分 的 比 活力 就 可 知道 。 如 果 所 有 的 部 分 的 比 活力 都 相同 ， 
则 可 认为 该 样品 在 层 析 性 质 上 是 均一 的 。 

2. 电泳 法 

样品 在 凝 胶 电 泳 上 显现 出 一 个 带 , 也 是 纯度 的 一 个 指标 但 这 时 只 能 说 明 , 样品 在 荷 质 比 
(电荷 /质量 ) 方 面 是 均一 的 。 如 果 在 不 同 的 pH (A PRET REN Lok, 都 得 一 条 带 , 那 结果 就 更 加 
可 靠 。SDS- 电 泳 法 也 很 有 价值 , 包 它 只 适用 于 蛋白 质 含 有 相同 亚 基 的 情况 。 


等 电 聚 焦 法 也 可 用 于 试验 纯度 , 此 法 的 基础 仅仅 是 根据 等 电 点 的 不 同 来 进行 分 辨 的 ， 细 胞 
中 含有 一 万 到 五 万 种 蛋白 质 , 它 们 的 等 电 点 基本 上 分 布 在 PH 4~10 之 间 , 因 此 ,显然 会 有 重 夺 现 


象 ， 因为 如 有 果 蛋 白质 均匀 分 布 的 话 ， 每 个 pH 单位 要 有 7000 个 蛋白 质 , 而 实际 上 分 布 并 不 均匀 ， 
主要 集中 在 pH 4~8 。 

3. 免疫 化 学 法 

免疫 技术 也 是 一 个 鉴定 纯度 的 有 用 方法 。 很 多 蛋白 质 和 某 些 多 糖 , 脂 类 都 有 抗原 性 ,也 就 是 


7 OW - 


在 给 适当 动物 注射 这 种 物质 时 ,刺激 特异 性 抗体 的 形成 。 注 射 均一 性 的 牧 质 , 只 形 友 一 种 特异 性 
抗体 ,然而 注射 几 种 具有 抗原 性 物质 时 , 则 产生 几 种 抗体 。 只 要 杂质 是 抗原 性 物质 , 这 种 愉 查 蛋 
白质 制剂 均一 性 的 方法 都 有 相同 的 灵敏 度 。 但 杂质 若 没 有 抗原 性 , 则 此 法 就 不 灵 。 

免疫 法 的 形式 有 :免疫 扩散 ,免疫 电泳 ,双向 免疫 电 访 扩 散 ， 放 射 免疫 分 析 等 。 特别 是 放射 
免疫 分 析 法 、 发 展 迅速 ,应 用 广泛 ,几乎 普及 于 生物 体内 各 种 微量 成 分 的 测定 ,灵敏度 很 高 .但 缺 
点 是 需要 一 定 的 设备 ,操作 人 员 需 经 特殊 技术 训练 ,长 期 使 用 时 , 操作 人 员 的 保健 与 可 造成 公害 
的 废弃 物 的 处 理 均 存 在 问题 。 为 了 克服 这 个 缺点 ,近年 有 人 举 RELL ee 
素 。 在 这 方面 成 绩 显著 的 是 酶 标记 免疫 分 析 法 ;简称 酶 免疫 分 析 法 (EIA)r93。 

4. 和 蛋白质 化 学 结构 分 析 法 

随 着 蛋白 质 分 析 技 术 的 进步 ， 未 汕 基 的 测定 方法 等 也 逐 浙 用 于 酶 纯度 的 鉴定 对 于 一 个 纯 
蛋白 质 来 说 ,通过 N- 示 端的 定量 分 析 可 以 发 现 ;每 克 分 子 蛋白 质 应 当 有 整数 克 分 子 的 N= 未 端 所 
基 酸 ,少量 其 它 末 端 基 的 存在 ,常常 表示 存在 着 杂质 。 如 果 只 是 定性 的 测定 iindpcsitnr soi | 
就 只 适 用 于 仅 有 一 个 肽 链 的 蛋白 质 。 

对 样品 进行 总 的 氨基 酸 分 析 也 是 检验 纯度 的 一 个 方法 。 对 一 个 纯 蛋 自 质 而 过 ,应 当 发 现 所 
有 的 氨基 酸 都 成 整数 比 ， 如 果 含 有 辅 因子 的 话 , 辅 因子 也 应 计算 在 内 。 若 有 精确 \ 灵 敏 ， rwessiong 
基 酸 定量 分 析 仪 可 供 利 用 的 话 ,此 法 常 被 用 来 鉴定 蛋白 质 的 纯度 。 

最 终 的 纯度 标准 ,当然 是 唯一 的 氨基 酸 顺 序 , 但 很 少 用 它 来 鉴定 纯度 。 

5. 其 它 方法 

QD DHE: 

纯 蛋 白质 的 A 280/A 260 应 为 1.75 。 此 法 可 用 来 检查 有 无 核酸 存在 。 

Q 了 酶 活力 法 | 

PAE Uh BE RA RAR etre. AAG AAA RRA, 比 活 增加 , 当 样 
品 不 能 进一步 纯化 时 , 比 活 达到 一 恒定 的 最 大 值 。 此 外 ,污染 蛋白 质 生 物 活 力 的 消 尖 也 是 二 个 间 
接 的 纯度 评价 标准 。 Pa A eee inl SSE PN eA 
纯化 过 程 中 将 增加 。 当 样品 达到 均一 状态 时 ,其 含量 也 就 恒定 了 。 

(3) 利用 蛋白 质 的 特殊 功能 特性 (如 ,起 激素 , 酶 , 氧 载体 等 ) 进行 纯度 检验 ， 具有 很 高 的 灵 化 
度 , 因 为 很 少量 的 这 类 物质 , 可 以 通过 其 生理 作用 ,催化 性 能 等 而 被 检测 出 来 。 有 时 能 检 出 浓度 
低 到 几 千 分 之 一 或 百 万 分 之 一 的 杂质 ， 历 以 此 法 的 严 敏 度 比 许 多 物理 或 化 学 法 要 商 得 多 

由 超速 离心 沉降 法 

此 法 贡 用 于 和 蛋白质 分 子 量 的 测定 ， 也 可 用 于 蛋白 质 纯 度 的 鉴定 ， 在 离心 管 中 如 果 四 项 明显 
的 分 界线 ,或 者 分 部 取出 离心 管 中 的 样品 , 管 号 对 样品 浓度 作 图 后 ,组 份 的 分 布 是 对 称 的 , 则 表明 
样品 是 均一 的 。 此 法 的 优点 时 间 短 ,用 量 少 , 缺 点 是 灵敏 度 较 差 ,微量 杂质 难以 检 出 。 

总 而 言 之 ,如 果 对 样品 纯 的 要 求 越 高 , 则 用 来 检验 纯度 的 方法 应 当 越 多 , 而 且 对 所 得 到 的 
数据 的 解释 越 应 当 小 心 谨慎 。 5. 
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习 题 

1. 蛋白 质 分 离 提 纯 的 一 般 步 骤 是 什么 ? 提纯 过 程 中 需要 注意 哪些 问题 ? 

2. 层 析 法 , 超 离 心 法 .电泳 法 的 基本 原理 是 什么 ?适用 的 范围 是 什么 ?实际 操作 中 有 哪些 问题 值得 特别 注意 ? 

3. 有 哪些 方法 可 用 于 蛋白 质 纯度 的 鉴定 ,其 局 限 性 是 什么 ? 

4. 在 pH 3.0 (1D Fr Bee RR th ie HB AS A AR (pI = 2.98). HMR (pI=5.97) HAAR (pI 6.53), TEAM 
(pl=5.98) 和 赖 氨 酸 (pI=9.74)。 将 此 溶液 上 到 Dowex=-50 BABS F 28 EE LE CUE RE AIA PEM hier a), A 
后 用 适当 的 缓冲 液 洗 脱 ,并 分 部 收集 。 问 这 五 种 毛 基 酸 从 柱 上 洗 脱 下 来 的 顺序 如 何 ? 

5. HAAR ERM. REAM, FAR AM AML pH 4.70 时 的 相对 电泳 迁移 率 是 多 少 ? 

6. 一 个 超速 离心 机 正 以 每 分 钟 58, 000 转 的 速度 旋转 。(a) 计算 每 秒 的 @( 以 弧度 表示 )，(b) 计算 离 旋转 
轴 中 心 6.2 厘米 处 所 受到 的 离心 力 ,(c) 这 个 离心 力 相 当 于 多 少 g 值 ? 

7. 有 一 浓度 为 2 克 / 升 的 吸光 物质 , 放 于 1 厘米 厚 的 比 色 杯 中 比 色 测定 ,透射 率 为 752% (在 给 定 的 波长 下 )。 
计算 浓度 为 (a) 4 克 / 升 ,(b) 1 克 / 升 ,(c) 6 克 / 升 ，(d) 5.4 克 / 升 的 溶液 的 透射 率 。(e) 如 果 访 化合物 的 分 子 
HY) 250, an 值 。 

8. eA 10° °M fy ATP ik, 在 260 nm 处 的 透射 率 为 0.702， 比 色 杯 为 1 厘米 厚 。 计 算 : (a) 用 3 厘米 
厚 的 比 色 杯 时 的 透射 率 ，(b) 1 厘米 和 3 厘米 厚 的 比 色 杯 中 溶液 的 吸收 ，(c) 1 厘米 厚 的 杯 中 的 5x 10 2 ATP 
的 吸收 和 透射 率 。 

9. 有 一 蛋白 质 溶液 ,体积 为 0.3 ml, 现 在 用 0.9 ml 水 将 其 稀释 。 取 稀释 后 的 溶液 0.5 ml, 向 其 中 加 入 4.5ml 
IMR INI, Me Jar, FE 1 厘米 厚 的 比 色 杯 中 ,于 540 nm 处 测 得 吸收 值 为 0.18。 向 标准 溶液 (0.5 ml, 含 4mg/mi 
蛋白 质 ) 加 4.5 ml 双 缩 甩 试 剂 ,在 同样 条 件 下 测 得 吸收 值 为 0.12。 计 算 未 稀释 的 未 知 蛋白 质 溶 液 的 浓度 。 

10. 有 一 纯 的 含 钼 酶 ,在 工 厘 米 厚 的 比 色 杯 中 测量 时 ， 它 的 aliisam 为 1.5。 这 个 酶 溶液 每 毫升 合 有 10. 56ug 
的 钼 。 将 此 溶液 稀释 50 倍 ,此 时 它 的 Asonn 为 0.375。 计 算 此 酶 的 最 低 分 子 量 。 钥 的 原子 量 为 95.94。 
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第 四 章 ”蛋白质 分 子 量 的 测定 


用 前 章 所 令 述 的 方法 确定 了 蛋白 质 的 均一 性 后 ,为 了 进一步 开展 一 级 结构 的 研究 工作 ;首先 
要 测定 蛋白 质 分 子 的 分 子 量 , 在 研究 过 程 中 ,还 要 测定 亚 单位 和 寡 聚 体 的 分 子 量 以 及 各 种 裂解 碎 
片 的 分 子 量 。 4. 

从 化 学 观点 来 看 ,分 子 量 是 组 成 蛋白 质 分 子 的 各 原子 的 原子 量 总 和 。 但 是 ,对 大 分 子 的 蛋白 
质 来 讲 , 若 不 知道 分 子 量 也 无 法 得 知 每 个 分 子 的 元 素 组 成 傅 况 ， 由 于 这 个 原因 ,人 们 很 早 就 对 测 
定 分 子 旺 工作 非常 重视 。 先 后 用 于 测定 蛋白 质 分 子 量 的 方法 有 : 渗透 压 \ 粘 度 , 光 散射 : 超 离心 
(沉降 速度 .沉降 平衡 ),. 凝 胶 层 析 ( 柱 层 析 、 薄板 层 析 )、 聚 丙烯 酰 琅 疑 胶 电 泳 及 SDS: 取 两 烯 酰 膀 
凝 胶 电泳 等 方法 。 近 年 来 ， 电 子 显微镜 以 及 激光 小 角 散射 仪 等 也 都 用 于 研究 蛋白 质 的 分 子 量 
Hp FPR (ty AE SEL AL TCE, 超 离心 沉降 平衡 ` 凝 咬 过 站 柱 层 析 及 SDS- 育 丙烯 酰胺 凝 胶 
电泳 等 方法 ， 这 些 方法 都 是 殷 据 蛋白 质 分 子 的 物理 化 学 性 质 来 测定 分 子 量 ， 测 得 的 分 子 量 可 称 
为 物理 分 子 量 。 与 物理 分 子 量 相对 应 的 是 化 学 分 子 量 ， 化 学 分 子 量 是 从 化 学 分 析 得 到 的 结果 来 
计算 出 最 小 分 子 量 ， 比 如 ; 用 氨基 酸 定量 分 析 结 果 可 以 计算 出 一 些 蛋白 质 的 最 水分 子 量 。 另 外 ， 
根据 其 些 蛋白 质 所 含有 的 特殊 基 团 或 化 学 元 素 组 成 亦 可 计算 最 小 分 子 量 。 例 如 :如 果 某 基 团 (或 
元 素 ) 的 分 子 量 (或 原子 量 ) 为 ,分 析 读 成 分 在 蛋白 质 中 所 占 百 分 比 为 4 。 则 最 小 分 子 量 歼 可 从 
下 式 计算 | 


= x100=a 


因此 T M=1004/a fenoi 
但 是 ,无 论 用 那 种 办 法 确定 分 子 量 都 要 求 样品 均一 ,否则 测 得 结果 是 不 可 靠 的 。 


第 一 节 ”分子量 的 平均 值 


在 测定 大 分 子 分子 量 时 ， 有 以 下 两 种 情况 : 一 是 丹 品 中 所 有 大 分 子 具 有 相同 分 子 量 〈 纯 样 
品 ), 另 一 种 是 样品 中 分 子 种 类 范围 较 宽 (不 均一 样品 ) 。 后 一 种 情况 ,在 合成 高 聚 物 中 常常 如 此 ， 
这 时 就 要 考虑 分 子 量 的 平均 值 。 常用 的 有 数 均 分 子 量 和 重 均 分 子 量 。 另外 还 有 2 平均 及 2 二 1 

用 化 学 分 析 、 渗 透 压 等 方法 测 得 的 分 子 量 是 数 均 分 子 量 W,。 它 表 示 是 总 质量 mm 对 总 克 分 
子 玫 二 的 比值 , 即 m/n, 

BDF Mn =Zn/Lr= LW |Z /M;) 

这 种 平均 分 子 量 表明 ,测定 结果 是 由 分 子 数 引起 的 效应 。 就 拿 渗透 正法 来 讲 , 如 果 两 种 样品 
分 子 数 相 同 - 其 一 分 子 量 大 , 而 另 一 种 分 子 量 较 小 , 在 这 种 情况 下 两 个 样品 所 产生 的 渗透 压 是 相 
同 的 (虽然 两 个 样品 重量 不 同 )。 这 说 明 渗 透 压 大 小 取决 于 样品 中 分 子 数 ， 因 此 , 渗透 讨 法 测 得 
的 是 数 均 分 子 量 如果, 同一 样品 含有 大 小 不 同 的 分 子 , 该 样品 的 渗透 压 取决 于 各 种 大 小 不 同 分 
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子 分 子 数 的 总 和 。 如 果 样 品 中 有 分 子 量 为 1 Ia as， wr M ; a FRA Ni Ma, Ng***yNio 
该 样品 的 数 均 分 子 量 为 ， 
nyM,+n2M.+ soo t+n:M; 

my thnotss*+7; 


eg | LW ; " 
Me="Sn, SOV IMD ea? 


ix, ARE ia PSE BD FA HE 
从 实验 中 直接 测定 得 到 的 是 MWM,。 公 式 中 zf nny FM, 0 ， 都 不 能 单独 测定 出 
来 。 因 此 , 方程 (4-1) 只 是 表示 用 这 一 类 方法 测 得 的 分 子 量 的 平均 方式 , 描述 出 这 种 分 子 量 的 特 
用 沉降 平衡 、. 光 散射 等 方法 测 得 的 分 子 量 是 重 均 分 子 量 us。 分子量 不 均一 的 样品 , 重 均 分 
子 量 大 于 数 均 分 子 量 。 这 是 由 于 在 这 种 测定 方法 中 ， 分 子 量 较 大 者 较 分 子 量 较 小 者 产生 较 大 的 
BUM» FLA mi\ma、…mi 表示 每 一 成 分 的 总 质量 ;1 Is、…70; 表 示 每 一 成 分 的 分 子 量 。 重 均 
分 子 量 可 以 用 下 式 表 示 ， 


M,= 


_ mM +mM,+: -+m,M; 
mytmet***+m; 


因为 m=nM 


_ a1,M?_ SwW.M, i a 
所 以 8 TI 1. ok, (4-2) 


My 


此 外 ,在 沉降 平衡 法 中 也 有 用 = 平均 和 <=+1 Foe, 
1 ;= 工友 Mi/ 王权 MI， (4-3) 
M == .M3/LW MM? (4-4) 
Naf eye ih, M,=M,=M,=M..1. 对 于 分 子 量 不 均一 样品 4<7WMu<2M :< 
Mag. 它们 的 差 值 越 大 反映 了 样品 的 均一 性 越 差 , A) 
至 于 用 凝 胶 层 析 , 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 等 方法 测定 分 子 量 ,一 般 是 按 某 一 固定 分 子 量 成 分 的 
某 一 特性 ,如 : 洗 脱 体积 ,迁移 率 等 来 确定 分 子 量 的 。 因 此 ,一 般 不 存在 各 种 不 同 分 子 量 的 平均 问 
题 。 样 品 如 为 混合 物 , 可 以 将 每 一 组 分 的 分 子 量 分 别 测 定 出 来 。 


第 二 节 最 小 二 乘法 的 应 用 


在 用 渗透 压 , 凝 胶 层 析 , 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 等 方法 测定 分 子 量 时 , 最 后 数据 处 理 都 涉及 到 
一 个 方程 和 一 个 标准 线 的 问题 。 由 于 实验 所 得 各 点 很 不 易 完 全 在 一 条 直线 上 。 因 此 ， 如 何 准 确 
确定 方程 的 常数 (标准 线 的 斜率 和 截 距 ) 是 很 重要 的 。 


MEI eM =4—B( 5+) 


RELA IgM =4—2(7-) 


f 


SDS- Fe A fae ee ee BET A lg = A—BR, 
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RIT 


SBME FRA TH+ Ke. 
总 之 ,两 个 线性 方程 ; 
即 y=A—Bx 
y=At+ Bx 


考虑 方程 (4-5), 如 果 某 一 点 正在 线 上 ， 


则 


ya (A=Bx)=0, GREK LE yp—-(A-Bx) =0.¢ RMB RZ 


(4-5) 
(4-6) 


若 要 求 得 一 个 AB 值 使 总 偏差 最 小 , REM A De, Die =eriteotes 十 en 为 避免 仿 
二 | ww 


差 的 代数 和 互相 抵消 ,采用 它们 的 平方 和 ， 


即 : 


n 
Sier=e?+e}t+-+- +e? 
i=] 


和 下 


i=1 i=] 


按 求 极 值 方法 ， 
人 —2(91+ Ax1—B) 41-2 (92 HAxg—B) x.—2(9;+Ax,—B) x; 
a= —2(91+-4x,—B)—2( 92+ Ax.—B)—-2(9,+Ax,—B) 


由 
@ 


HO: SE = (x19, t xayae es + 4,9) —2 ACE + x} ~+4%?7)4+2 B(x, + x%9°+++%;) @ 


Oe 


H@): cel AO a PY) 2 Alay Fxg Ae) oe 
Oe Oe 
ei og Te — aR 
FAS AD A: 
—Ay Xi2 十 五 》， oe Es 
=1 be 31 
—A) x? +nB= Di»; 
i=] i=] 
解 此 方程 组 得 到 ， 
ye Dy Jae ani Ay Oi 
=I = =7 1 


2 as 


n 


ndust-( Raa) 


i=] 
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a) 


(4-7) 


有 一 一 二 -一 二 一 -一 一 (4-8) 


在 式 (4-7) 和 (4-8) 中 ,对 已 知 标准 样品 来 讲 ,* 和 》 分 别 为 实验 值 和 已 知 值 ，” 是 实验 的 点 
数 。 这 样 用 这 两 个 方程 ,由 已 知 样品 的 数据 ,可 以 求 出 标准 线 的 两 个 常数 1 Bae 知 样品 
来 讲 ,只 要 测定 出 x 值 ,利用 4、B8 值 即 可 以 计算 出 y 值 ， 

同 理 ,方程 (4-6) 亦 可 照 此 办 法 求 出 艺 、 卫 值 ， 

这 样 ,从 实验 测 得 的 数据 计算 该 实验 方法 所 用 方程 的 常数 ,再 用 这 个 常数 计算 出 未 知 样品 的 
分 子 量 。 所 得 结果 比 作 图 法 精确 ,并 且 很 方便 ， 

第 三 节 ， 超 寅 心 沉降 速度 法 

在 第 二 章 已 经 谈 过 制备 性 超 离 心 。 分 析 性 超 离心 与 制备 性 不 同 ， 它 主要 是 为 了 研究 生物 大 
分 子 的 沉降 特征 和 结构 ,而 不 是 为 了 实际 收集 一 些 特殊 的 部 分 。 因 此 , 它 使 用 了 特殊 设计 的 转 头 
和 检测 系统 ,以 便 连 续 地 监测 物质 在 一 个 离心 力 场 中 的 沉降 过 程 。， 

分 析 性 超 离心 测定 分 子 量 的 两 种 方法 是 ， 沉 降 速度 和 沉降 平衡 法 ， 本 节 介 绍 沉降 速度 法 。 

在 沉降 速度 实验 中 ,车 转速 达到 50,000 至 60,000 转 /分 钟 时 ,在 离心 池 中 均匀 分 布 在 溶剂 
中 的 蛋白 质 分 子 将 以 一 定 速度 移 向 离心 池 的 底部 。 在 如 
此 高 速 的 离心 力 场 中 , 反 向 扩 散 可 以 忽略 。 在 离心 地 顶 

。 部 由 于 溶质 分 子 的 离 去 ， 仅 剩 下 溶剂 。 离 心 池 下 部 为 浓 2 

BES) — 9 Te RIS EB BR “PRK? (4-1). 在 上 层 
溶剂 与 下 层 “ 坪 区 ”之 间 有 一 个 窗 的 过 渡 区 带 。 在 这 个 区 
带 内 ,沉降 物质 的 浓度 随 区 带 向 池 底 部 移动 而 增加 ,这 个 
区 带 称 为 界面 。 不 同 分 子 量 物质 混合 物 能 够 形成 儿 个 界 


离心 池 


面 。 均 一 的 蛋白 质 溶液 只 形成 一 个 界面 。 分 子 量 越 大 的 oS 

物质 ,界面 移动 越 快 。 沉 降 速 度 法 就 是 利用 光学 方法 来 oa 
测定 这 个 界面 的 移动 速度 。 TE 如 第 三 章 所 述 ; 物 质 的 分 图 4-1 在 沉降 过 程 中 扇形 孔 离心 池内 
子 量 不 同 , 沉 降 系数 不 同 。 物 质 的 沉降 系数 与 该 物质 分 子 Space SM 


c: 浓度 ;7z: PERS o: 角速度 
的 大 小 ,形状 和 密度 以 及 介质 的 密度 和 粘度 等 因素 有 关 。 


如 果 溶 质 分 子 的 密度 比 溶剂 的 密度 小 ;离心 对 溶质 分 子 上 浮 ,沉降 系 数 则 为 负 值 ， 
在 高 速 离心 沉降 过 程 中 ,溶质 分 子 离 开 旋 转轴 中 心 而 移动 , 设 距离 为 x。 若 转子 角速度 为 w， 
则 离心 加 速度 为 ozx 。 作 用 于 溶质 分 子 上 的 离心 力 应 是 o?x 与 其 有 效 质量 的 乘积 。 有效 质量 是 
它 的 实际 质量 减 去 它 所 排 开 介质 的 质量 ; a RM AT IBY Ee, :为 溶质 分 子 的 微分 比 容 ( 等 
于 溶质 分 子 密度 的 倒数 ), p 为 介质 的 密度 ,作用 于 一 克 分 子 溶质 上 的 总 离心 力 为 ， 
g=37(1 一 5p)o2x (4-9) 
Vet OY EB ek RH , SEB ST WE EP 9 
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到 (4-10) 


广 为 溶质 的 克 分 子 摩擦 系 数 ,2 为 沉降 速度 。 随 着 溶质 分 子 沉降 速度 的 增加 ,介质 的 粘 滞 阻力 


也 同时 增加 。 经 过 很 短 的 加 速 过 程 以 后 ,溶质 分 子 所 受到 的 离心 力 即 为 反方 向 的 摩 控 阻 力 所 平 
oe | 中 


即 7 二 有 5 Sy Hee (11) 
此 时 溶质 分 子 便 以 恒 速 沉降 。 在 单位 离心 力 场 中 ， 洲 质 分 子 的 沉降 速度 为 ， | 
§ =e | i (4-12) 
沉降 系数 S 的 量 纲 为 秒 。 将 (4-11) 式 代入 (4-12) 式 得 到 ， 
ig 2 =M (1=sp)/f (4-13) 


假定 上 式 中 溶质 分 子 在 溶液 中 沉降 时 ,所 受到 的 溶剂 分 子 的 阻力 与 二 迪生 六 居 奔 见 “2 液 中 扩 
散 时 所 受到 的 溶剂 阻力 相同 。 
RI 


则 : ee web 
万 为 扩散 系数 ， 7 为 绝对 温度 ， 有 为 气体 党 数 (等 于 8， 314 x 10" Aste / SFB). 
将 (4-14) 式 代入 (4-13) 式 ， 得 到 Svedberg AX, —— 
M= SRT ai, tigi he 15) 
D(1—vp) ME SD ONE RE 


s8(4-18) PHC D ADL. BPA MRE, AAT SL Rey SJ A HAE (2 
4-1) S RUD ABE A RR. TVG, RB ETA ROME (ES HMO sb WRT 
剂 的 密度 。 

沉降 速度 法 虽然 需要 参数 较 多 ,但 它 操 作 时 间 短 ,而且 可 以 用 来 鉴定 天 分 子 物 质 的 纯度 ， 所 
以 得 到 了 广泛 的 应 用 。 rhe, tet ees 


ts SF a 


R41 RRRBAAAS 、 


ge ° @ i A be HD ee | RHE Rs 
HH 2% - A) 500. ba; Be a fi “pen FR SHR ee 
FA AAR ny P.TA Hh sa 色 氨 酸 a eee 
丝氨酸 0.63 A AR ee oe 
He BiB FL. 79 2 . 4 RR » 39,67 hee 
RM . 0.86 | fi AM. | 0.70.0 
亮 、 蜡 竞 氨 酸 0.90 Hh ARR iy at ae? 4e tees 
Wi MR 0.76 KAM a 
甲 硫 氨 酸 4 0.75 4 RR 0.66 
BM 0.77 | 谷 氨 酰 胶 0.67 
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SOA 沉降 平衡 法 
沉降 平衡 法 测定 分 子 量 是 在 低速 离心 下 过 行 。 在 低速 (7,000—8,000 转 /分 ) WDA: 
下 沉降 分 子 向 京 心地 底部 移动 的 速度 很 小 。 
另 一 方面 , 由 于 溶质 分 子 在 沉降 时 产生 了 浓度 
梯度 ， 因 而 引起 了 与 沉降 相反 方向 的 扩散 。 两 
全 相反 方向 移动 的 溶质 分 子 的 量 ， 在 一 定时 间 
内 达到 平衡 状态 ，( 图 4-2)。 


EMA E MAE TWEEN BS 
RUE AR BDA ARTA FL PAS 
需要 扩散 系数 。 这 点 与 沉 ARTA. OB 
是 ,二 者 都 需要 溶质 分 子 的 微分 比 容 数 扣 
在 沉降 平衡 中 ， 达 到 沉降 平衡 时 不 是 形成 
“ 坪 区 "和 界面 等 ， 而 是 样品 浓度 在 离心 池 中 从 
上 到 下 逐渐 增 大 。( 图 4-2)。 3 
达到 沉降 平衡 有 下 列 关 系 式 i 
aE 
2 RT Ink colcs) BN 
sine tyfel tet leepat tae 3 
5 
cy Co APB RES ER A x1 和 x2 处 的 大 分 SS 6.8 ots 
FAITE. P.O. e 含义 与 沉降 速度 法 相 距 旋转 轴 距 离 (cm ) 


同 ， 测定 出 ec A vive ADT 进行 分 子 量 计 图 4-2 超 离 忆 沉 降 平衡 实验 时 蛋白 质 浓度 (ce) LP 

算 。 但 是 ,准确 测定 cy. co 是 比较 困难 的 , 必需 BEBE HE (de/dax) 六 线 图 5 曲线 1 至 5 是 不 同 时 间 的 

在 仪器 正常 运 续 情况 下 进行 ， 运 转 一 停止 平衡 2. ee 

即 被 破坏 。 这 个 测定 是 通过 特殊 光学 系统 来 进行 的 ,可 以 在 运转 情况 下 测 出 所 需要 的 数据 。 
表 4-2 列 出 部 分 沉降 平衡 法 测定 的 结果 ， 


表 4-2 一些 沉 降 平衡 法 测定 的 结果 5 
物 i | 由 化 学 方法 所 得 分 子 量 | 由 沉降 平衡 法 所 得 分 子 量 
je HE 342.3 . 341.5 
核糖 核酸 酶 13,683 13,740 
i we Be 14,305 | 14,500 
Ia se FL AE A BE A | 25,767 1 25,670 
30- S 大 肠 杆 菌 核糖 体 | A | 990,000 


第 五 节 ” 凝 胶 色谱 法 ( 凝 胶 层 析 法 ) 测 定 分 子 量 “… 
一 ， 凝 胶 柱 层 析 测 定 分 子 量 


柱 层 析 一 般 使 用 多 聚 帘 糖 凝 胶 , 凝 胶 在 强度 上 殉 符 合 要 求 , 粒 度 要 均匀 。 根 据 欲 测 物质 分 子 
量 的 大 小 选择 好 合适 孔径 的 凝 胶 。 将 选择 好 的 凝 胶 在 洗 脱 液 中 充分 溶 胀 后 , Meh, Rae 
#E. 

柱 的 规格 ,不 同人 所 用 不 同 , 也 不 闪 强 求 一 致 。 一 般 柱 直 径 与 长 度 之 比 在 1:25 至 1:50 都 可 
以 。 但 是 ,对 测定 分 子 量 来 说 保证 凝 胶 柱 床 的 内 水 体积 大 于 100 毫升 是 必要 的 ,这 样 可 以 减少 体 
积 测定 的 误差 。 正 如 第 三 章 所 述 , 装 柱 时 凝 胶 浓度 不 宜 过 大 ,要 防止 凝 胶结 块 。 柱 要 装 得 均 多 。 
柱 的 ` 死 体积 "最 好 小 于 总 床 体积 的 0.1% 。 装 好 后 的 柱 应 是 均匀 ， 无 节 痕 ， 胶 面 很 平整 。 这 样 ， 
就 可 以 用 洗 脱 液 平衡 洗 脱 柱 床 DSA RET Ale). Demi ARR FFE AER 
无 机 盐 ( 如 :0.05 MT NaCl)， 以 防止 凝 胶 对 样品 的 吸附 现象 产生 。 用 洗 脱 液 充分 平衡 后 的 柱子 ， 
床 体积 稳定 , 就 可 以 进行 各 种 样品 的 测定 工作 。 先 测 出 柱 床 的 外 水 体积 己 o( 一 般 用 蓝 葡 聚 糖 
2000) 和 外 水 体积 与 内 水 体积 之 和 (一 般 用 铬 酸 钾 )， 进而 求 出 内 水 体积 大。 接着 可 以 进行 测定 
各 种 标准 分 子 量 物质 的 洗 脱 体积 瑚 .。 标 准 蛋 白 列 入 表 4-3 中 。 

凝 胶 柱 床 总 体积 ”天王 志士 广 十 严 e 
Vg 为 凝 胶 固 体 物 质 所 占 体积 
MA RAE VV ot KV; 

Fak o 

, le 

因此 ,天 , 值 在 实验 条 件 固定 的 情况 下 ， 对 不 同 分 子 量 物质 来 说 都 有 自己 的 固定 值 。 对 全 排 阻 物 
质 ( 大 分 子 ) 五 一 0; 对 全 阻 清 物 质 DDT)Ki=1, 在 该 凝 胶 有 效 分 离 范 围 内 的 所 有 物质 的 Ke 
值 为 :0 二 Ke<1。 对 某 些 物质 来 说 也 有 和 .>1 的 情况 ,这 是 由 于 凝 胶 对 样品 的 吸附 作用 所 造成 ， 
此 时 不 能 用 此 法 进行 分 子 量 测 定 。 对 球形 蛋白 质 分 子 来 说 ,天 * 值 与 分 子 量 对 数 呈 一 线性 关系 。 
Ve 与 分 子 量 对 数 也 呈 线 性 关系 。( 图 4-3)。 可 以 用 这 个 标准 线 来 求 出 未 知 物 的 分 子 量 。 


表 4-3 标准 蛋白 及 其 分 子 量 


Ke 


标 # & FA She) pry ee | i 2 & .和 白 | wt xo EE 
细胞 色素 11,700 it Ata RB) - 60000 
核糖 核酸 酶 13700 牛 血 清白 蛋白 ( 单 体 ) 68000 
肌 红 蛋白 17200 乳酸 脱 气 酶 pert 
RE FL A Bi 25700 B-te 215000 
WE A 23300 it At Al le 240000 
PKA A 34600 eS CE 275000 
Ee 35000 脲 A 483000 
ik AeA 45000 甲状 腺 球 和 蛋白 630000 


Andrewsr5 根 据 估 的 实验 结果 ,提出 了 一 个 经 验 公式 ， 


IE MEE 2 
Roz =4~ Blog (4-17) 


(RB Aydb 7k Pe BS Be Mt He BA Le 
由 (4-17) 式 可 得 ， 
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3002 x10° 10° 10° 10° 
SFE 


图 .4-3 SRHRRRRE ARERR DT EMH 
1. ABRBMAA 2. 细胞 色素 c 二 聚 体 3. RREABAMR 4. WFARA 5. 血清 白 蛋 
A 6. 血清 白 蛋 白 三 聚 体 7、 v-REA 8. HB 9. 葡萄 及 10. Pseudonomas 细 胞 色素 
c-551 11. 细胞 色素 12. 核糖 核酸 酶 ”13. c- 乳 清 蛋白 14. 肌 红 蛋白 15. 甲状 腺 球 蛋 
白 


logM => —- = 了 克 - (4-18) 
(4-18) Reh, SAH HM, BILL 

logM =a—bo (4-19) 
(4-19) AAT A, RM Vo AL APE A 7. 用 
最 小 三 乘法 可 以 求 出 <.2 三 常数 。 得 到 常数 以 后 ， 只 要 

测 得 未 知 样品 的 VY, 即 可 以 计算 出 未 知 样品 的 分 子 量 。 
用 凝 胶 层 析 法 测定 分 子 量 ,， 准确 度 受 分 子 形状 等 影 
啊 。 分 子 形状 为 线形 或 者 易 与 凝 胶 发 生 作 用 的 物质 (如 


溶菌 酶 ) ,不 能 用 该 方法 测定 。 

二 小 胶 薄板 层 析 测 定 分 子 量 

凝 胶 薄板 层 析 装置 类 似 其 它 薄 层 层 析 。 只 是 在 制 
板 、 展 层 ; 点 样 \ 检 出 等 方面 有 所 不 同 。5 mtd CaS B-0 TOE 

SHAD TOR SAH), CREEGAER | MR 
快 光 迁移 距离 用 4。 表示。 标 准 样品 迁移 距离 用 <。 表 A 4. 牛 血清 白 蛋白 单 体 5。 牛 血清 
示 。 用 R, 值 表示 不 同 分 子 量 标准 物质 在 板 上 的 迁移 率 。 FEEL APE SERIA 2000 
(图 4-4), 

R,=$t 
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在 薄板 层 析 中 ,迁移 距离 4。 和 柱 层 析 中 洗 脱 体积 亚 . 成 反比 关系 。 因 此 ,对 同一 种 凝 胶 来 说 
天 -与 分 子 量 的 关系 是 相同 的 。 因 此 ,用 元 -对 1ga1 作 图 可 以 求 得 分 子 量 。 
使 用 公式 lg 一 “一 ?天 -用 最 小 二 乘法 计算 ， 可 以 较 好 的 求 得 分 子 最 。 


用 凝 胶 薄板 层 析 法 测定 分 子 量 ,优点 是 用 样品 少 ， 速度 快 。 缺 点 是 误差 较 大 , 作 得 好 误差 司 
以 小 于 10%. 


六 节 ,十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS) 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 法 


电泳 方法 基本 原理 第 三 章 已 经 叙述 过 。 AWE RUT SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 水 在 测定 
蛋白 质 分 子 量 中 的 应 用 。 

在 SDS 溶液 中 ,于 100"c 加 热 蛋 白质 (通常 加 入 一 定量 的 莹 基 化 合 物 以 还 原 所 有 二 硫 键 ) ,这 
样 把 所 有 肽 链 之 间 的 连接 完全 解 离开 。 在 这 个 过 程 中 ， 多肽 链 结合 大 量 的 SDS， 从 而 带 上 强 的 
负电 荷 , 产 生 了 恒定 的 负电 荷 对 质量 的 比率 。 将 上 述 样品 在 SDS-3R 丙 烯 酰胺 凝 胶 上 进行 电 访 
时 ,SDS- 多 肽 复合 物 的 迁移 率 在 一 般 情况 下 取决 于 分 子 量 的 大 小 。 由 于 这 个 原因 ,产生 了 分 子 


量 和 电 访 迁移 率 的 经 验 关系 。 即 : 分 子 量 的 对 数 与 相对 迁移 率 成 一 定 比例 关系 。 使 用 已 知 分 子 


量 的 标准 物 作 标 准 线 或 用 计算 法 确定 标准 线 的 常数 , 即 可 求 出 未 知 样品 的 分 子 量 。( 图 4-5)。 
显然 ， 有 
实验 结果 处 理 如 下 ， 


迁移 率 ， Rae 
d. 为 样品 迁移 距离 ,d。 为 前 沿 迁移 距离 (小 分 子 染 料 )。 
lgM =a—bR= < 一 03 


从 几 种 标准 样品 的 及 值 和 分 子 量 对 数 ， 用 最 小 二 乘法 能 较 准 确 的 求 得 0, agp shy 从 而 可 进行 
未 知 物 分 子 量 的 计算 。 

此 测定 方法 主要 优点 是 : 快速 ,用 样品 量 少 ,并 可 同时 测定 几 个 样品 。 缺 点 是 误差 较 大 。 误 
差 来 源 主要 是 由 前 沿 和 样品 迁移 距离 的 测量 而 引起 。 这 些 又 和 电泳 操作 技术 有 着 直接 联系 ， 对 
实验 操作 要 求 还 是 比较 高 的 。 

习 题 

1. 说 明 平 均 分 子 量 , 数 均 分 子 量 、 重 均 分 子 量 的 含义 。 以 渗透 压 法 测 得 的 大 分 子 分 子 量 为 什么 是 数 均 分 子 
量 ? 

2. 牛 血 清白 蛋白 水 溶 容 液 在 温度 为 25 “CH, s° 255 od. 01x 107"*; D,.. o—6, 97 x 107’ BK’ /3¥,.=0. 734 jz 
米 ?/ 克 ， 试 求 它 的 分 子 量 (so)? 

3. 在 用 Sephadex G- 200 进行 凝 胶 柱 层 析 时 , 标准 样品 洗 脱 体积 分 别 为 ， 

ay ¥ & 洗 脱 体积 
牛 血清 白 蛋 白 68,000 134.8 ml 
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Pere 


C =3.33% 


T =10.0% 
C =3.33% 


' 分 子 量 x 1000 
分 子 量 x 1000 


T=15.0% 
C =3.33% 


5} Fit x 1000 


0.4 0.8 1.2 1.6: 2.0 


FARES 


图 4-5 «= SDS~258 7 ts PE CRE PB Hk, FY i SE BR EO, A. 56 HERS B.102% HEREC. 
15%% 凝 胶 。 胶 中 含有 0.12%6SDS 


| REILE AR 25,000 170.9 ml 
| 肌 红 和 蛋白 17,200 182.6 ml 
细胞 色素 e 11,700 188.2 ml 
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蓝 葡 聚 糖 G 2000 200 万 79.5 ml 
未 知 样 ? 150.9 ml 
试用 计算 法 求 出 未 知 样品 的 分 子 量 。 
4, SDS- JU cE ev SE RA tt ZS 9 FE —K Bh Ak Aft al bleh csi 35 


来 确定 分 子 量 ? 

5. 给 出 具有 以 下 性 质 的 两 个 纯 蛋 白质 ， 

a. 蛋白 1: 分子量 为 100,000 的 近似 球形 蛋白 质 。 由 两 个 亚 单位 分 子 量 为。 40,000 AE ae 
10,000 组 成 。 该 蛋白 的 等 电 点 是 6.0。 

b. 蛋白 2: 分 子 量 为 100,000 的 近似 球形 蛋白 质 。 由 分 子 量 为 25,000 We pin tig | 
点 是 6.0。 

试 预测 这 两 种 蛋白 质 在 一 般 圆 盘 电 访 凝 胶 系 统 中 和 在 SDS-HE RB BKAS HA KAR. 

6. ANy=atbe hoe My 是 测 得 数值 ,试用 % 个 和 y 求 得 a 和 ? 值 的 公式 ， 说 明 在 你 进行 的 工作 中 那 
些 地 方 可 以 用 到 此 公式 。 | 
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第 五 章 “ 蛋 白质 一 级 结构 的 测定 


蛋 和 白质 是 由 氨基 酸 通 过 肽 键 连接 起 来 的 生物 大 分 子 , 所 谓 一 级 结构 (也 称 为 化 学 结构 ), 指 的 
是 蛋白 质 分 子 中 氨基 酸 的 排列 次 序 。 四 

在 生物 化 学 以 及 相关 领域 中 ， 不 少 问题 都 面临 着 需要 知道 蛋白 质 的 一 级 结构 。 一 级 结构 的 
测定 对 酶 活性 部 位 以 及 高 级 结构 的 研究 提供 了 化 学 基础 。 此 外 ， 对 研究 生物 进化 也 提供 了 不 可 
缺少 的 重要 材料 。 因 此 ， 蛋 白质 一 级 结构 的 研究 引起 了 广泛 的 重视 。 可 以 说 只 有 把 一 级 结构 研 
究 清 楚 之 后 , 生物 化 学 工作 者 才能 站 到 一 个 优越 的 地 位 去 洞察 、 研 究 生命 过 程 中 的 许 多 复 杂 问 
题 。 | 
生物 化 学 家 为 了 解决 这 个 问题 历尽 了 苦心 。 二 十 世纪 四 十 年 代 初 ， 对 蛋白 质 的 结构 还 知道 
的 很 少 。 当 时 主要 是 研究 蛋白 质 的 提纯 分离 、 物 理化 学 及 生物 学 性 质 。 但 是 , 已 经 有 人 开始 进 
行 这 个 艰 车 的 工作 。1955 年 FE. Sangercl 等 人 首先 解决 了 牛 胰 岛 素 的 一 级 结构 ， 胰岛素 是 由 五 
十 一 个 氨基 酸 组 成 的 小 分 子 量 蛋白 质 。 BR, 目前 FE. Sanger 方法 已 经 成 为 经 典 方 法 ,很 少 采 
用 ,但 是 ，F. Senger 所 创立 的 方法 商定 了 测定 一 级 结构 的 基础 。 也 增强 了 人 们 研究 一 级 结构 的 
信心 和 兴趣 。 后 来 经 过 方法 的 改进 和 提高 又 很 快 测定 出 RNA 酶 的 124 个 氨基 酸 等 一 些 蛋白 质 
的 氨基 酸 的 排列 顺序 。 近 三 十 年 来 ,测定 技术 不 断 革 新 ,成 果 不 断 出 现 , 到 目前 为 止 ,已 经 有 近 千 
种 蛋白 质 的 一 级 结构 研究 清楚 了 。 其 中 较 大 的 蛋白 质 , 如 骨 胶 原 组 分 亚 单位 之 一 1052 个 氨基 酸 
Pete, B--E SLPS RG 1021 个 氨基 酸 残 基 "2 等 。 研 究 速 度 也 大 为 加 快 ， 如 固氮 酶 铁 蛋 白 每 个 亚 
单位 含有 273 个 氨基 酸 残 基 ", 从 确定 它 的 分 子 量 到 研究 清楚 氛 基 酸 排列 次 序 , 只 用 了 一 年 多 时 
间 。 测 定 水 平 远 远 超过 了 1956 年 。 

能 取得 迅速 进展 的 主要 原因 是 一 系列 新 技术 新 方法 的 出 现 。 其 中 最 重要 的 是 蛋白 质 、 肽 的 
层 析 技 术 、 电 泳 技术 的 发 展 和 新 仪器 的 出 现 。 这 些 新 技术 使 得 我 们 有 可 能 迅速 得 到 高 纯度 的 蛋 
白质 ,并 且 能 够 很 好 地 分 离 \ 提 纯 、 鉴 定 蛋 白质 降解 后 的 大 肽 和 小 肽 。 精 确 度 、 速 度 也 越 来 越 高 ， 
并 能 适应 微量 样品 的 研究 。 近 年 来 ， 液 相 法 多 肽 顺序 分 析 仪 和 固 相 法 多 肽 顺序 分 析 仪 更 使 得 顺 
序 研 究 工 作 向 着 自动 化 方向 迈进 了 一 大 步 。 发 展 迅 速 的 另 一 个 原因 是 ， 一 级 结构 的 研究 工作 已 
经 不 局 限于 玫 个 实验 室 , 而 是 广泛 地 开展 起 来 了 。 


第 一 节 ”蛋白 质 一 级 结构 研究 的 程序 


在 开展 蛋白 质 一 级 结构 研究 之 前 , 首先 要 知道 以 下 几 个 问题 ， 

® 蛋白 质 制剂 是 纯 的 吗 ? 

如 果 蛋 白质 含有 一 定量 杂 蛋 白 时 ， 一 级 结构 研究 结果 将 是 没有 意义 的 。 蛋 白质 顺序 研究 的 
工作 量 很 大 ,因此 ,开展 此 项 工作 之 前 ,对 用 于 顺序 研究 的 蛋白 质 的 纯度 要 求 是 严格 的 一 般 , 要 
求 纯 度 必须 达到 9770 以 上 。 但 是 ,由 于 纯度 的 检定 方法 的 局 限 , 有 时 也 可 能 引起 麻烦 。 例 如 ,在 
电泳 中 有 的 样品 出 现 了 两 条 区 带 ,看 来 是 不 纯 的 ,但 后 来 证 明 这 个 不 纯 是 假象 。 许 多 蛋白 质 由 于 


LO9， 


谷 所 酰胺 或 天 冬 酰胺 的 侧 链 易 脱 落 酰胺 基 而 变 为 羧基 ， 这 样 在 电 访 时 就 显 出 两 条 以 上 的 区 带 。 
实际 上 ，, 该 样品 是 可 以 用 来 测定 氨基 酸 排列 次 序 的 。 由 于 这 个 原因 ， 纯 度 的 确定 应 该 使 用 几 种 
指标 。 

@ 活性 蛋白 质 (未 变性 蛋白 质 ) 的 分 子 量 多 大 ? 

这 个 数据 对 于 研究 蛋白 质 肽 链 组 成 是 很 重要 的 。 但 是 ， 对 分 子 量 的 要 求 一 般 不 十 分 严格 。 
误差 小 于 10% 即 可 以 。 这 个 数据 用 第 四 章 所 和 叙述 的 物理 化 学 方法 都 可 以 达到 。 

@ 活性 蛋白 质 含 有 多 少 个 肽 链 ? 它们 多 大 ? 是 相同 的 吗 ? 如 果 不 同 又 如 何 分 离 ? 

知道 活性 蛋白 质 的 分 子 量 以 后 ,如 经 过 亚 单位 拆 离 的 程序 以 后 ,分子量 发 生 了 改变 ， 说明 该 
活性 蛋白 质 可 能 是 由 多 条 肽 链 构成 。 下 一 步 就 需要 确定 这 些 肽 链 的 种 类 和 大 小 。 有 两 种 情况 ” 
一 种 是 几 条 肽 链 通过 非 共 价 链 结合 组 成 了 蛋白 质 分 子 。 这 种 情况 一 般 可 以 使 用 蛋白 质变 性 剂 即 
可 以 将 链 与 链 之 间 的 连接 拆 开 ， 然 后 进行 分 离 。 另 一 种 情况 是 两 条 或 几 条 肽 链 通过 硫 硫 键 连接 
成 活性 蛋白 质 分 子 。 这 种 情况 ， siden alec iaghiptnplbaapieicsiss 然后 进 
行 肽 链 的 分 离 。 如 果 肽 链 是 相同 的 ,就 不 需要 分 离 手续 。 

硫 硫 键 在 蛋白 质 分 子 中 是 有 固定 位 置 的 。 确 定 硫 硫 键 在 肽 链 中 的 位 置 的 工作 ， 亦 属于 一 级 

结构 的 工作 内 容 。 

经 过 这 个 手续 之 后 ， 就 可 以 进行 肽 链 中 氨基 酸 排列 顺序 的 研究 工作 。 主要 有 如 下 一 些 工 
作 : 

OD 蛋白 质 或 肽 的 氨基 酸 定量 组 成 测定 。 

@) 肽 链 的 端 基 测定 ,包括 N- 末 端 和 C- 末 端 。 

@ 蛋白 质 分 子 中 特殊 基 团 的 测定 。 

@ 蛋白 质 亚 单位 的 拆 离 , 肽 链 的 专 一 性 裂解 , 肽 链 及 肽 片断 的 分 离 。 

© 肽 的 氨基 酸 排列 次 序 的 测定 。 

从 已 知 顺 序 的 肽 段 , 复 现 肽 链 ( 蛋 白质 ) 的 一 级 结构 。 

@ 蛋白 质 分 子 中 二 硫 桥 及 酰胺 基 位 置 的 确定 。 

以 上 这 些 工 作 都 完成 以 后 ,就 可 以 写 出 所 研究 的 蛋 自 质 的 一 级 结构 。 


第 二 节 ”和 蛋白质 和 肽 的 氨基 酸 组 成 的 测定 


在 测定 蛋白 质 和 肽 的 氨基 酸 排列 顺序 之 前 ， 首 先 要 知道 该 蛋白 质 或 肽 的 氨基 酸 组 成 。 为 了 
测定 氨基 酸 的 定性 与 定量 组 成 ,首先 要 把 蛋白 质 或 肽 水 解 成 游离 氨基 酸 ,然后 进行 测定 。 

一 ， 蛋 白质 的 水 解 

酸 水 解 是 最 常用 的 方法 。 一 般 使 用 重 燕 5.7 V 盐酸 ( 恒 沸 点 盐酸 ), 在 密封 的 水 解 管 中 , 于 
105°—110°C 进行 水 解 。 水 解 时 间 一 般 在 20 小 时 到 72 小 时 之 间 , 作 几 个 水 解 时 间 ,) 看 氨基 酸 的 
回收 率 。 在 水 解 过 程 中 色 氨 酸 全 部 被 破坏 。 谷 所 酰胺 、 天 冬 酰胺 变 为 谷 氨 酸 和 天 冬 氨 酸 凡 胱 氨 
酸 变 成 半 胱 氨 酸 。 丝 氨 酸 , 苏 氨 酸 、 酷 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 也 有 某 种 程度 的 破坏 。 对 这 些 氨基 酸 的 破 
坏 率 , 需 要 用 不 同 水 解 时 间 测 定 这 些 氨基 酸 的 含量 , 然后 外 推 到 水 解 时 间 为 0 时 ,算得 的 氨基 酸 
含量 , 即 代 表 了 真正 数值 。 
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色 氨 酸 用 特殊 方法 进行 测定 。 
将 蛋白 质 或 肽 用 过 甲酸 氧化 , 这 时 半 胱 氛 酸 氧化 成 半 胱 磺 酸 , 申 硫 氟 酸 氧化 成 甲 硫 氨 酸 亚 
硕 , 再 将 蛋白 质 或 肽 进行 水 解 ,测定 两 种 氨基 酸 氧 化 后 的 产物 ,结果 比较 可 靠 。 


由 于 酶 水 解 不 能 将 蛋白 质 彻 底 水 解 成 为 游离 的 氨基 酸 。 因 此 ， 一 般 作 氨基 酸 分 析 时 不 用 酶 
水 解法 。 


= ”氨基酸 的 定性 分 析 


氨基 酸 的 定性 分 析 一 般 采 用 纸 层 析 、 高 压 纸 电 访 等 方法 就 能 够 很 好 地 解决 问题 。 也 有 用 硅 
胶 薄 板 层 析 等 技术 。 


图 5-1 氨基 酸 的 双 相 纸 层 析 图 谱 
第 一 相 , 正 丁 醇 :8826 FARR: 7k =15:3:2 
第 三 相 , 正 丁 醇 :12% 氨水 三 13:3 
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用 纸 层 析 方法 ,一 般 采 用 双 相 纸 层 析 。 用 两 种 不 同 溶剂 系统 (一 般 , 一 种 是 酸性 溶剂 ,一 种 是 
碱 性 溶剂 ) 在 同一 张 纸 上 , 以 两 个 不 同方 向 进行 展 层 , 即 可 以 将 水 解 液 中 大 部 分 氨基 酸 很 好 地 分 
开 。 将 纸 层 析 得 到 的 各 未 知 氨 基 酸 训 点 的 BRv 值 与 各 种 已 知 标准 氨基 酸 的 R, 值 相对 照 ; 就 可 以 
基本 上 确定 氨基 酸 的 种 类 。 也 可 以 将 簿 点 从 纸 上 洗 下 来 ， 用 曹 三 酮 显 色 与 已 知 氛 基 酸 标准 线 比 
较 进 行 粗略 定量 。( 图 5-1) 

加 | 唆 配 对 不 同 氨基 酸 能 显 出 不 同 颜色 ， 用 它 对 层 析 后 的 滤纸 进行 显 色 ， 可 以 根据 颜色 来 区 
别 R, 值 相近 的 氨基 酸 。 

如 果 选 用 一 相 用 纸 层 析 , 第 二 相 用 高 压 电 泳 进行 氨基 酸 分 离 , 也 会 得 到 很 好 的 效果 (图 5: 
2) 

三 “氨基酸 的 柱 层 析 定 量 测定 

构成 蛋白 质 的 氨基 酸 有 二 十 种 , 要 将 它们 分 别 作 出 定量 分 析 , 在 四 十 年 代 是 非常 困难 的 工 
作 。 自 从 Moore 等 人 5"5'6 成 功 地 建立 了 用 离子 交换 柱 层 析 分 离 、 分 析 氨 基 酸 的 方法 以 后 ,氨基 酸 
定量 分 析 工 作 的 困难 局 面 发 生 了 根本 的 变化 。 

离子 交换 法 分 离 分 析 氨 基 酸 的 基本 原理 在 于 各 种 氨基 酸 的 pPK 值 都 有 一 些 差异 。 在 一 定 的 
pH 和 离子 强度 条 件 下 , 从 离子 交换 树脂 上 将 这 些 氨基 酸 洗 脱 下 来 的 难 易 就 有 所 不 同 。 因 此 , 可 
以 控制 条 件 将 它们 逐个 分 开 , 然后 用 曹 三 酮 溶液 显 色 ,进行 定量 比 色 测定 。 

离子 交换 树脂 一 般 使 用 细 粒 聚 葵 乙烯 磺 酸 型 阳离子 交换 树脂 。 将 树脂 均匀 HE 成 150x0.9 
厘米 和 15 x 0.9 厘米 两 根 柱 子 。150- 厘 米 长 柱 用 于 分 离 酸性 和 中 性 氨基 酸 。15 厘米 短 柱 用 于 分 
离 碱 性 气 基 酸 。 长 柱 操作 是 : 当 样品 上 柱 以 后 , 先 用 pH 3.25, 0.2 N 柠 样 酸 钠 缓冲 液 洗 脱 。 当 
且 氨 酸 被 洗 下 来 以 后 , 立即 换 成 pH 4.25, 0.2 N RABE, 一 直到 苯 丙 氨 酸 洗 下 来 
为 止 。 短 柱 操 作 是 当 样 品 上 柱 以 后 ,直接 用 pH 5.28,0.35 NV 柠檬 酸 钠 缓冲 液 洗 脱 。 酸 性 、 中 性 
氨基 酸 首先 被 集中 洗 下 来 以 后 , 所 和 碱 性 氨基 酸 的 峰 就 逐次 被 洗 下 来 (图 5-3) 。 长 柱 和 短 桩 的 
层 析 温度 都 是 50"C 。 氨 基 酸 的 定量 测定 法 是 用 茄 三 酮 溶液 显 色 ,然后 进行 比 色 测 定 。 

自从 出 现 离子 交换 柱 层 析 定 量 分 析 氨 基 酸 以 后 , 近 三 十 年 来 ,该 技术 有 了 突飞猛进 的 发 展 。 
目前 在 快速 微量、 自动 化 等 方面 已 达到 了 很 高 水 平 。 时 间 上 已 从 数 天 缩短 到 几 十 分 钟 , 样品 量 
从 十 几 毫 克 减 少 到 少 于 微克 也 可 以 进行 测定 。 现 在 ， 氨 基 酸 分 析 仪 已 经 有 二 十 多 种 型 号 投入 生 
8 

但 是 ,大 多 数 氨基 酸 分 析 仪 仍 采用 离子 交换 柱 层 析 进 行 氨基 酸 分 离 , 使 用 曹 三 酮 显 色 液 显 色 
检 出 。 少 数 也 有 使 用 荧光 指示 剂 ， 用 荧光 检 出 器 检 出 。 也 有 使 用 高 效 液 相 色谱 对 氨基 酸 进行 分 
析 。 

图 5- 是 一 种 所 基 酸 分 析 仪 的 示意 图 。 样品 加 入 层 析 柱 之 后 ， 缓 冲 液 借 助 于 微量 泵 以 恒定 
流速 定量 地 压 入 恒温 的 层 析 柱 中 # 使 样品 中 的 各 种 氨基 酸 分 离 。 分 离 后 的 氨基 酸 按 先 后 顺序 流 
入 混合 室 ， 与 另 一 微量 泵 压 入 的 曹 三 酮 显 色 液 混合 。 混 合 液 流入 在 100°C 水 浴 中 加 热 的 蛇 形 管 
中 加 热 显 色 。 显 色 后 的 溶液 再 流入 具有 波长 570 my 及 440 mp 的 自动 比 色 测定 仪 中 进行 比 色 
测定 ， 同 时 自动 记录 。 从 记录 的 巍 面 积 可 以 计算 出 样品 中 各 种 氨基 酸 的 含量 。 现 在 有 的 仪器 能 
够 自动 运算 给 出 结果 。 


© 112° 


Met—SO, 
CyS0O3;H Th 


Gly Ala 


40 80 120 160 200 240 280 320 ml 


“| 
一 DH 4.25, 0.2.N frie Natiecn el 15cm #:,pH 5, 28 
: 0.35X FRR Na 


图 5-3 氨基 酸 的 离子 交换 柱 层 析 图 谱 
一 缓冲 液 选 择 开关 


< 柱 选择 开关 


Re 


缓冲 液 


.此 色 测 定 仪 
图 5-4 一 种 氨基 酸 分 析 仪 示意 图 c] 


B= ”蛋白 质 中 特殊 基 团 的 测定 


在 蛋白 质 一 级 结构 研究 过 程 中 ,一 些 基 团 由 于 水 解 等 各 种 原因 而 被 破坏 。 这 些 基 团 如 : 色 氢 
酸 的 马 只 基 ， 半 胱 氨 酸 的 琉 基 , 胱 氨 酸 的 二 硫 键 ,天 冬 酰胺 、 谷 氨 酰 胺 和 C 未 端 酰胺 的 酰 氨 基 等 。 
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这 些 基 团 的 确定 对 一 级 结构 的 研究 很 重要 。 

虽然 水 解 时 酷 氨 酸 的 酚 基 , 苏 氨 酸 、 丝 氨 酸 的 羟基 等 也 都 部 分 破坏 ,但 是 ,可 根据 不 同 水 解 时 
间 基 团 的 破坏 率 外 推 至 水 解 时 间 为 0 时， 计算 准确 的 含量 。 因 此 本 节 就 不 再 介绍 它们 的 测定 方 
2, 3 

残 基 的 表示 方法 可 用 每 个 蛋白 质 分 子 含有 几 个 残 基 来 表示 。 但 是 ， 有 时 蛋白 质 的 分 子 量 没 
有 经 过 测定 或 者 测定 的 不 够 准确 时 ,通常 以 “ 残 基数 /100 克 蛋白 质 ” 或 者 以 “氨基 酸 的 克 数 /100 
克 蛋 白质 ”来 表示 。 用 这 两 种 方法 表示 排除 了 不 精确 揭 分 子 量 造成 的 模糊 和 不 知道 分 子 量 而 无 
法 比较 的 情况 。 不 同人 按 需 要 可 以 进行 换算 和 比较 。 

如 果 用 固体 蛋白 样品 的 重量 来 进行 计算 时 ,必须 考虑 样品 中 的 盐 (灰分 ) 和 水 分 的 含量 。 氨 的 
百 分 含 量 一般 必 须 高 于 13.5% 。 如 果 低 于 此 限度 就 必须 除去 非 蛋 白质 物质 。 

一 、 色 氢 酸 的 测定 i ag 

色 氨 酸 是 组 成 蛋白 质 的 重要 氨基 酸 之 一 。 但 是 ,在 一 些 蛋白 质 的 氨基 酸 组 成 的 分 析 数 据 中 
经 常 缺 少 这 个 氨基 酸 的 数据 。 这 是 由 于 酸 水 解 时 色 氨 酸 几乎 全 部 破坏 。 测 定 色 氨 酸 的 含量 ， 可 
使 用 其 它 水 解 方法 ,如 碱 水 解 或 酶 水 解 ,这 些 水 解 不 破坏 色 氨 酸 。 水 解 液 可 以 用 标准 的 氨基 酸 柱 
层 析 法 进行 分 析 。 在 短 柱 中 , 色 氨 酸 的 峰 位 在 赖 氨 酸 之 前 。 这 种 方法 的 缺点 一 是 比较 麻烦 ,二 是 
水 解 的 也 不 够 完全 。 

下 面 介绍 两 种 用 显 色 法 直接 测定 蛋白 质 中 色 氨 酸 的 技术 。 

1. 对 -二 甲 基 氨 基 葵 甲醛 法 

色 氨 酸 的 吗 | 吃 核 在 强酸 条 件 下 与 醛 反 应 生成 带 色 产物 可 用 到 色 氛 酸 的 鉴定 上 。 在 这 个 反应 
中 ,含有 色 氨 酸 的 蛋白 质 碱 水 解 液 加 入 对 二 甲 基 毛 基 苯 甲醛 的 浓 硫 酸 溶液 中 (10%), 再 加 入 亚 硝 
酸 钠 溶液 ,经 一 定时 间 之 后 ,生成 蓝 的 颜色 。 该 颜色 的 深浅 和 色 氨 酸 的 含量 成 直线 关系 。 因 此 ， 
可 以 进行 定量 测定 。 该 带 色 物质 的 最 大 吸收 值 为 590 nm。 该 方法 已 被 广泛 使 用 , 并 得 到 了 可 靠 

. 三 价 铁 (Fes* ) 显 色 法 

an ug 色 氨 酸 即 可 ); 与 铁 离 子 的 醋酸 溶液 混合 ,并 加 入 浓 硫 酸 ,振荡 
之 后 呈 玫 瑰 红颜 色 , 在 545 mw 波长 比 色 测定 。 用 标准 色 氨 酸 , 按 同 法 制作 标准 线 。 反应 混合 物 
中 的 含水 量 对 显 色 有 一 定 影响 。 

该 方法 测定 手续 简便 ,快速 ,线性 关系 也 很 好 。 

=. RENE 
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面 是 由 于 有 很 多 化 学 方法 可 以 修饰 该 基 团 ; 另 一 方面 是 由 于 琉 基 在 酶 催化 上 起 着 突出 的 作用 。 测 
定 琉 基 有 很 多 方法 ,还 不 能 说 那 二 方法 最 好 。 由 于 pH 缓冲 液 $ 斑 基 与 试剂 反应 能 力 以 及 蛋白 质 
分 子 的 变性 程度 等 因素 的 影响 ,必须 比较 不 同方 法 的 分 析 结 果 之 后 才能 得 出 正确 的 结论 。 

主要 方法 有 :形成 硫 醇 盐 法 、 烷 基 化 法 、 比 色 法 等 。 

1. 形成 硫 醇 盐 法 ; 重金属 与 琉 基 反应 生成 硫 醇 盐 衍生 物 。 

蛋白 质 一 SH 二 Me+ 一 > 蛋白 质 一 SMe+ + Hs 这 些 金 属 离子 主要 有 ，, HR mes. 
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最 主要 的 有 银 盐 , 汞 盐 和 有 机 和 汞 衍生 物 (RHgx) 。 
一 般 , 采 用 不 同 量 的 金属 离子 滴定 开 基 ,并 用 电位 测定 法 测定 过 量 的 试剂 。 
Mh RAR AE FA RPE HE FE FA DT so RE SRE FP (PCMB) 与 琉 基 反应 ,形成 琉 基 的 对 氧 孙 
苯 甲 酸 衍 生物 。 它 在 有 效 的 光谱 范围 内 吸收 值 增加 ， 
如 图 5-5 ras: 2 
PCMB 的 最 大 吸收 波长 在 233 nm , 克 分 子 消 光 : 
值 为 1.69 x 104。 与 院 基 形成 硫 醇 盐 以 后 ， 增加 到 
2.2x104 在 233nm 处 的 这 个 差 值 比 在 250 至 
255 nm 处 的 差 值 小 。 因此 ,常用 250 nm 波长 进行 
测定 。 这 个 差 值 与 参与 反应 的 试剂 量 有 直接 关系 。 
测定 时 用 光谱 滴定 法 , 用 含 琉 基 化 合 物 去 滴定 固定 
量 的 未 试剂 , 直至 吸收 差 值 不 再 增加 为 止 。 而 不 是 


0 —— 
SMR. 这样 根 据 示 试剂 的 量 可 以 计 210 0 an 


算出 琉 基 数量 。 但 是 , 由 于 测定 是 在 蛋 自 质 的 吸收 “Lp 
范围 内 进行 的 ,因此 必须 作 蛋 白 质 含量 对 吸收 影 醇 盐 的 吸收 光谱 。0:05 M Be RR th, pH7.0。 


”的 校正 A. 半 胱 氨 酸 硫 醇 盐 ，B. SREP MEL, PH 
7.0C.164%6 增 值 ,25 Onm,Aey=7.6 x 10° 
2. 烷 基 化 方法 


烷 基 化 试剂 ( 碘 代 乙酸 及 盐 和 省 代 乙 酸 及 其 盐 等 ) 广 泛 应 用 于 带 有 斑 基 酶 的 化 学 修饰 的 研究 
中 。 在 研究 蛋白 质 结构 时 ,用 于 保护 拆 链 时 生成 的 琉 基 ,使 琉 基 不 能 重新 氧化 为 二 硫 桥 。 该 反应 
也 能 有 效 的 应 用 于 琉 基 的 测定 。 
烷 基 化 试 章 可 以 分 为 两 类 ,一 是 带 卤 素 的 试剂 , 它 与 综 基 反应 放出 氨 卤 酸 ， 
蛋白 质 一 SHE+I 一 CH 二 COOH 
一 > 蛋白 质 一 S 一 CH 一 COOH + HI 
二 是 带 活 性 的 双 键 物质 , 综 基 加 成 在 双 键 上 ， 


CH 一 CH RS—CH—CH, 


RSH + | | ”一 人 
CO CO ie 8 A 2 
Ry wi 
| | 
C,H; C,H; 


B-REA AKAMA AMOR. RE SREMALAWRMEMD FREE 
反应 。 亲 核 试剂 是 高 活性 硫 醇 盐 离子 。 然 而 ,氨基 、 酚 基 和 咪唑 基 也 可 能 和 该 试剂 反应 ,但 是 ,只 
有 莹 基 的 烷 基 化 是 很 迅速 的 。 其 它 反应 可 用 防止 试剂 浓度 过 高 和 减弱 烷 基 化 条 件 等 办 法 使 其 减 
小 到 最 少 。 

将 磺 乙 酰 化 的 蛋白 质 进 行 水 解 。 然 后 ,用 离子 交换 色 层 分 析 法 测定 S- 羧 甲 基 化 半 胱 氨 酸 的 
含量 ,就 可 以 推算 出 琉 基 的 数目 。 

也 可 以 直接 测定 反应 生成 的 氢 讽 酸 的 数目 来 计算 琉 基 的 含量 。 
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3. 比 色 法 
这 类 方法 是 根据 试剂 与 琉 基 反应 后 上 成 带 色 物质 来 进行 测定 的 。 
@ 使 用 5.5“- 二 硫 基 双 -2- 硝 基 共 甲酸 测定 琉 基 。 反 应 如 下 ， 
蛋白 质 -S- 上 十 R 一 S 一 S 一 R~ 蛋 白质 一 S 一 S 一 R 十 RS- 
= Eh Ss R+ 蛋 日 质 一 一 SH 之 蛋白质 一 S 一 S 一 蛋白 质 
十 RS- 
COOH 


这 里 naa Sen, 
COOH 


反应 最 后 产生 的 4- 硝 基 -3- 羧 基 硫 酚 (结构 式 为 HS CC Sa —NO,) 在 412nm 波 长 处 


的 页 分 子 消光 系数 。 三 13600。 用 半 胱 氨 酸 作为 标准 样品 。 标 准 样品 和 未 知 样品 都 于 ,412nm 波 
长 进行 测定 。 用 已 知 物 的 克 分 子 消 光 系 数 来 计算 未 知 物 琉 基 的 含量 。 

@) SBSREAY I. 斑 基 乙酸 、 乙 硫 醇和 谷 胱 甘 肽 等 有 当量 加 成 关系 。 加 成 网 在 
420 am 左右 有 一 吸收 峰 。 标 准 物 和 未 知 物 在 相同 条 件 下 进行 测定 。 光 密度 增值 与 琉 基 浓度 的 
关系 在 一 定 浓度 范围 内 符合 比尔 定律 。 

该 方法 可 用 于 测定 有 过 量 琉 基 乙 酸 存 在 时 的 蛋白 质 中 的 院 基 含 量 。 

三 、 二 硫 键 的 测定 

1. 二 硫 键 的 主要 反应 

@ 交换 反应 ， 在 一 个 分 子 中 存在 儿 个 二 硫 键 时 可 以 发 生 交换 反应 。 反 应 如 下 s 

R,—S—S—R, + R3—S—S—Rj,=—=R,—S—S—Rsg ; 

+R,—S—S—R, 
RM ELE A RE PE. ARG 2 TE eM TR A 2 解 时 使 
得 和 欲 研究 的 含 二 硫 桥 的 肽 段 产 率 降低 ;分 离 带 二 硫 桥 的 纯 肽 也 比较 困难 。 

二 硫 桥 的 交换 反应 能 被 离子 化 的 琉 基 所 催化 。 交 换 程 度 也 随 pH 值 向 碱 性 范围 提高 而 增 大 ， 
因此 用 pH 值 低 于 7, 并 且 将 蛋白 质 中 游离 琉 基 用 烷 基 化 方法 保护 起 来 ,可 以 将 交换 反应 减 至 最 
小 或 者 全 部 消除 。 

@ 氧化 反应 

二 硫 键 可 以 用 过 甲酸 氧化 成 磺 酸 基 。 反 应 如 下 ， 

CH,—S—S—CH, 


COON ( pretasee 
—NH—CH—CO:-:--HN—CH—CO— 4,0, —_HN—CH—co— 
fist Fe PA A RE 


在 蛋白 质 结构 研究 中 常常 利用 此 反应 。 如 在 氨基 酸 分 析 , 肽 链 的 氧化 拆 离 等 方面 。 
@ 还 原 反 应 : HRA DD ME. BAER GEA SEAR. KTR 应 也 很 
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重要 。 常 用 于 肽 链 的 拆 离 , 斑 基 的 测定 及 蛋白 质 的 化 学 修饰 等 工作 中 。 

常用 的 还 原 剂 如 , 二 硫 苏 糖 醇 (DTT)，, 琉 基 乙醇 , 琉 基 乙酸 等 封闭 统 基 常用 碘 代 乙酸 或 碘 
an. 

.二 硫 键 的 测定 方法 

ee 硫 键 还 原 成 统 基 的 办 法 。 还 原 后 , MU AE IR AY HE HK “在 还 原 之 前 
先 测 得 该 蛋白 质 的 游离 琉 基 数 。 可 用 还 原 后 蛋白 质 的 琉 基 数 与 还 原 前 蛋白 质 的 琉 基 数 的 差 值 来 
计算 出 二 硫 桥 的 数目 。 

当 三 硫 键 与 亚硫酸钠 作用 时 ,破坏 一 个 硫 硫 键 , 产 生 一 个 芒 基 。 反 应 如 下 ， 

R,—S—S—R, + SO2-—>R,S~ 十 R2S 一 SO:- 

此 反应 生成 的 琉 基 数目 即 等 于 二 硫 键 的 破坏 数 。 

另外 ,用 高 浓度 琉 基 乙醇 在 pH 8 至 9 时 于 室温 1 小 时 ,二 硫 键 即 定 量 还 原 成 为 纺 基 。 蛋白 
质 必 须 预先 用 8 M 脲 素 或 6 盐酸 县 变性 ,使 蛋白 质 分 子 变 为 无 规则 松散 构象 , 这样 二 硫 键 能 充 
分 与 试剂 接触 ,反应 完全 。 反 应 如 下 : 


| +2| Falta 
—Cy——Cy— §CH,OH —Cy— CH,0OH CH,OH 
二 硫 键 琉 基 乙醇 还 原 产物 氧化 后 的 试剂 


此 反应 是 可 逆 的 。 因 此 ; 需 用 高 浓度 的 殉 基 乙醇 (0.1 至 0.5 MD) 才能 使 反应 完全 。 测 定 生 
成 的 综 基 数 就 可 以 计算 出 二 硫 桥 的 数目 。 

四 、 氨 基 和 酰胺 基 的 测定 

在 蛋白 质 分 子 中 除了 N- 未 端 是 游离 氨基 以 外 ,只 有 赖 氨 酸 含 侧 链 氨 基 。 因 此 ,对 蛋白 质 水 
解 液 进行 氨基 酸 分 析 以 后 ,测定 出 赖 氨 酸 的 含量 就 可 以 很 容易 的 计算 出 侧 链 氨基 的 数目 。 而 栈 
胺 基 是 不 能 用 这 种 方法 得 到 的 。 因 为 酰胺 基 在 蛋白 质 水 解 时 转化 成 游离 NHi 。 通 常用 氨基 酸 分 
析 仪 不 能 对 这 种 3NH; 进行 准确 测定 ,主要 是 因为 其 它 氨基 酸 在 水 解 时 ， 部 分 分 解 也 放出 氨 ， 使 
得 测定 结果 偏 高 :因此 ,必须 用 其 它 方法 另行 测定 。 | 

1. 氨基 测定 法 

氨基 测定 最 常用 的 方法 是 Van-Slyke 法 。 此 法 在 第 二 章 已 谈 过 了 ,该 方法 很 方便 , 但 用 样 
品 量 较 大 ,不 适 于 微量 分 析 。 

使 用 2 ,4,6- 三 硝 基 蘑 矿 酸 (TNBS) 鉴定 蛋白 质 和 肽 中 游离 氨基 ;方法 比较 灵敏 。 该 试剂 在 
温和 条 件 下 与 一 NH; 定量 反 应 ,产生 相应 的 三 硝 基 茶 街 生物 。 与 组 所 酸 的 咪唑 基 , 精 氨 酸 的 肌 基 
SARE. REM] ME HAMA AIEEE WE. 

2. 酰 气 基 的 测定 

测定 酰胺 ,首先 要 将 酰胺 水 解 成 氨 , 然 后 进行 测定 。 水 解 条 件 比较 温和 。 :可 用 浓 盐 酸 37°C 
水 解 10 天 或 用 2 盐酸 100°C 水 解 2 小 时 。 在 这 些 条 件 下 , 酰 所 基 全 部 以 氨 的 形式 释放 出 来 。 
随后 依 水 解 时 间 加 长 氨 含 量 缓慢 的 线性 增加 ,这 是 由 于 其 它 氨 基 酸 的 分 解 所 造成 的 。 在 这 种 情 
况 下 ,为 精确 起 见 , 可 测定 不 同 水 解 时 间 放出 的 氨 量 ,然后 作 图 ,将 水 解 时 间 和 氨 含 量 的 直线 外 扒 
至 时 间 为 "时 ,可 准确 地 计算 出 酰胺 的 含量 ,排除 了 其 它 氨基 酸 分 解 所 引起 的 误差。 
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量 的 测定 大 多 数 采 用 修改 的 Conway 微量 扩散 技术 直接 进行 c。 将 水 解 液 与 过 量 氢 氧化 
ae 合 , 氨 扩散 至 稀 酸 咨 液 中 ,将 含 氨 的 稀 酸 溶液 用 苘 三 酮 法 显 色 , 比 色 测定 。 用 钠 氏 试剂 
Be ba. 也 有 用 氨基 酸 分 析 仪 对 这 种 所 进行 测定 的 。 

测定 酰胺 时 一 定 要 防止 游离 氨 的 污染 。 禅 品 中 的 游离 气 可 以 在 测定 酰胺 之 前 通过 多 聚 区 交 
糖 凝 胶 柱 脱 氨 。 


第 四 节 蛋白质 和 肽 的 末端 测定 


肽 链 末端 包括 氨基 末端 , 称 为 N 端 ;羧基 末端 , 称 为 C 端 。 在 写 一 级 结构 时 ,习惯 把 N 端 写 在 
左边 , C 端 写 在 右边 。 

一 、N 末端 的 测定 

测定 肽 链 N 末 端 残 基 的 方法 主要 有 : 二 硝 基 氟 葵 法 (EDNB) ,二 甲 基 氨 基 蒙 磺 酰 氯 法 (DN- 
S-Cl) , 葵 异 硫 氰 酸 酯 法 (PTH)-Edman 法 。 另 外 还 有 氰 化 物 羧 氨 基 化 法 和 氨 肽 酶 法 等 APE 
要 介绍 前 两 种 方法 。Edman 法 将 在 第 七 节 详 细 叙 述 。 

1. SHEMALE 

1945 年 F.Sangerc?] 基 于 蛋白 质 的 游离 氨基 与 2,4- 二 硝 基 氟 苯 反 应 的 特点 提出 了 N 端 氨基 
酸 的 鉴定 方法 。2,4- 二 硝 基 氟 葵 是 一 个 理想 的 端 基 分 析 试 剂 , 它 在 很 温和 的 条 件 下 (室温 ,pH8)， 
就 能 与 蛋白 质 的 氨基 反应 ,生成 二 硝 基 氟 茶 衍 生物 (DNP 蛋白 )。 反 应 如 下 ! 


NaHCO, BS ,区 
R—NH, + 4 \—No, = ae panes S—NO,+HF 
NO, NO, Ka de 
DNP & Amt 6 NEB, 105°C, 


16 小 时 的 条 件 下 进行 完 全 水 解 时 ， 

DNP NH: DNP 48 3 We ak AE Pe FET 

: 将 其 从 水 溶液 中 抽 提 出 来 5 | (BRDNP 
OT MABEL Sb). Na DNP 氨基 酸 
gga Site ates ae 可 以 用 纸 层 析 ; WATS bREDNP 
D 是 氨基 酸 对 照 进行 鉴定 ; 黄 色 的 DNP 
No] To Met SENG BEAL AT J 1268) NaHCO; 深 
ei pnp—ond?, @Pre 液 洗 脱 下 来 进行 定量 比 色 测定 ， 波 长 
ai Gly etn | 用 360 nm。 在 永 解 过 程 中 /DNP & 

Gos Gingo cree 基 酸 的 破坏 率 列表 5-1 中 

二 2,4- 二 硝 基 氟 茉 也 能 与 蛋白 质 中 

图 5-6  DNP- 氨 基 酸 双 相 纸 层 析 图 谱 除 z- 氨 基 以 外 的 少数 其 他 基 轩 反应 ， 


生成 物 有 O-DNP 栈 氨 酸 (无 色 ),in 
DNP 组 氨 酸 (无 色 ) 和 e-DNP 赖 氨 酸 (黄色 , 醚 不 溶 ) 。 但 是 ,这 些 并 不 影响 N ER 
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表 5-1 酸 水 解 时 DNP 氨基 酸 的 近似 破坏 率 


NE 12 盐酸 水 解 
DNP A 基 ® .105"C,16 小 时 
水 解 时 间 未 Bt Hw H % ABAL HL % 
DNP RAM 12 80 75 
DNPH 氨 酸 12 90 75 
DNP 天 冬 氨 酸 24 60 75 
双 DNP HAM 12 25 0 
，DNP. 谷 氨 酸 ， 12 75 15 
DNP 甘氨酸 8 40 50 
DNP 蜡 亮 氨 酸 12 80 75 
. DNP 亮 氨 酸 12 80 75 
“ 双 DNP HAR 8 95 75 
e-DNP 赖 氨 酸 12 95 75 
DNP 甲 硫 氨 酸 12 75 75 
DNP 替 丙 氨 酸 12 70 50 
DNP fim 2 10 50 
DNP 丝氨酸 12 90 75 
DNP 苏 氨 酸 24 90 75 
DNP Am 12 90 0 
双 DNP MAM 12 75 50 
DNP Re 12 80 75 
2. Dansyl- 和 毛 法 


Hartley 等 co31956 年 报告 了 Dansyl- 氧 与 氨基 酸 、 肽 或 蛋白 RR 基 反 应 产生 Res 
光 。 由 此 产生 了 测定 N 端 的 新 方法 ， 称 DNS 法 。 

DNS 法 测定 N 端 原理 与 DNP 法 有 相似 之 处 。 但 DNS 法 近年 来 更 为 广泛 的 使 用 ， 大 量 代 
替 了 PNP 法 。 该 方法 主要 优点 是 Dansyl- 毛 在 相当 温和 的 条 件 下 就 能 与 蛋白 质 和 肽 链 的 N 端 
氨基 反应 。: 到 应 形成 的 衍生 物 除 个 别 的 以 外 都 很 耐酸 水 解 。 DNS 氨基 酸 在 紫 外 光 (254 nm, 
365 nm) 激 发 下 产生 黄色 荧光 ,可 以 进行 荧光 测定 。 该 方法 灵敏 度 比 DNP 法 高 100 倍 。 如 用 聚 
栈 氨 薄膜 层 析 , 每 一 种 DNS 氨基 酸 只 需 0.05 nm, 另外, DNS 氨基 酸 很 适 于 电 泡 和 层 析 分 离 ， 
分 辨 率 和 准确 度 都 很 高 。 操 作 亦 比 较 简 单 。 


反应 原理 如 下 ， 
HasC、_CHs 
fay. pH9.7 
| | + NH,—CHR,—CO—NH—CHR,—CO—: .o > 
MA 
a . =O 
i 
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CHy.)-Cn; 


NA CH, CH, 
| ea 
q 1 
SA 
汪汪 | | 
ame ey ch \Z 
NH-CHR, -CO—NH-CHR,-CO—---“3.0—s =o +NH,:CHR,*CO—::: 
| 
NH:CHR,-COOH 


该 反应 的 最 适 条 件 为 ，pH9.5 一 10.5(0.2MT NaHCOs) ,于 丙酮 一 水 混合 物 中 (1:1)537"C 一 
小 时 即 能 很 好 完成 。 样 品 量 为 0.1 至 1 毫 微克 分 子 即 可 。 
在 上 述 反 应 过 程 中 , 酷 氨 酸 的 酚 基 , 赖 氨 酸 的 s- 氨 基 等 也 和 Dansyl- 氧 反应 ， 生成 相应 的 衙 
生物 。 但 是 这 些 物质 不 影响 N 端 DNS 氨基 酸 的 测定 。 
当 在 反应 混合 物 中 有 过 量 试剂 存在 时 ,产生 DNS 一 NH2z, 反 应 可 能 如 下 ， 
DNS—NH-CHR-COO® + DNS—CI—> 


DNS—NH-CHR-COO-DNS—">DNS—NH; +RCHO+CO,+DNS—OH | 
试剂 本 身 被 水 和 氢 氧 根 离子 水 解 也 能 生成 DNS 一 OH。DNS 一 OH 和 DNS 一 NH: 可 用 
DEAE- 多 聚 葡 糖 凝 胶 柱 除去 。 
反应 后 得 到 的 DNS 肽 可 以 不 必 除 去 DNS 一 OH。 将 样品 干燥 后 ， 用 重 沸 点 盐酸 水 解 ,真空 


干燥 ,吡啶 溶解 样品 ,然后 可 将 溶液 点 在 聚 酰胺 薄膜 上 进行 层 析 ( 图 .5-7)。 也 可 以 使 用 硅胶 薄板 
层 析 或 高 压 纸 电 访 来 进行 。 


S 二 SNS-NH; 
ea 
Met Qala 


di-Lyscpy 


Oo 
OmMet-0O; 
GuO CSer ; 
AspC ©O.-His 


ae UL Arg 


DNS 一 OH €-Lys 


iain 1 
WH 1 + 


bis-Cys 
x © 


DNS—OH 0- hing 


oe WNL 


——> AR I 


5-7 DNS 氨基 酸 在 聚 酰 腕 藩 膜 上 双 相 Bi Bie 11.5% FPR, 溶剂 工 ， FM 
(9:1IF/F)， 溶 剂 亚 : 乙酸 乙 酯 一 醋酸 -甲醇 (20:1:17F/F) 
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二 、C 末端 的 测定 4 

测定 肽 链 C 末 端 方法 主要 有 : RSPR SS, REL CGE BD Pa Bs FB A se SVR TE 

1. EMRE. 4 EEE SFCAKWETE 100°C 反应 5 至 10 ANIMATE. BR C Sita 28 SEAR LADD , BTA 
SERRA AS AAA PLA SEAR TEE, C sin hE DU ER, RRP : 


R, R, Rn 7k 
| | NH,—NH, 
NH: 一 CH 一 CO 一 NH 一 CH 一 CO 一 …. 一 NH 一 CH 一 COOH — 5), > 
R, R， RD 


pda +NH,-- ns +++++NH,— CH—COOH 

BALM ME WE RY 5 Ae REE 8 MAKI ASE RTA, «ATLA FA DNP 法 和 DNS 法 定 
性 或 定量 测定 留 在 上 清 液 中 的 C 端 氨基 酸 。 也 可 以 直接 用 层 析 法 鉴定 氨基 酸 。 比 较 eH 
是 使 用 DNP 法 。 反 应 生成 了 DNP—C 端 氨基 酸 和 毛 基 酸 BEE DNP 衍生 物 。 DNP at 
酸 可 用 碳酸 氢 盐 水 溶液 将 其 从 乙酸 乙 酯 中 抽 提 出 来 ， 用 层 析 鉴定 。 肝 解 法 不 能 用 来 鉴定 C 端 半 
胱 氮 酸 和 胱 氨 酸 ,因为 这 两 种 氨基 酸 在 脐 解 时 分 解 。 必 须 对 其 进行 氧化 或 烷 基 化 处 理 后 ,再 进行 
DE SPE Wl 2. 

PSKZAR. CAR. KRAMER. AAR EAT lee BE, 

2. 还 原 成 氨基 醇 法 : JA REE A PRE BY DF ak 1 J 

H 


LiBH, | 
R—COOH— > R—C —OH 


| 
H 


i ra NY & TK Rk AE, PAE EE, RT ERE Ro ee. (A, Ak 
ee ah ik Wt SA BY HE PAE AR AY SA EIR THK SRC. AE, Ee Be A 

3. FRIAR (EKG A FI B ) 

PRK AW 2 C vin 2a SE A WE EEE, FRNA AAAS ARAKI, ZED C vain 2 HER 
开始 的 。 每 一 次 裂解 下 一 个 C in AEE, DIP BHT ALR IS BARA PSH, 
PRR OM 

反应 如 下 : 


H,N—CH—CONH— - --—CONH—CH—CONH—CH—COOH 
| 
R, Re), R, 
+ 羧 肽 酶 A 


H,N—CH—CONH—- --—CONH—CH—C 90H +H,N—CH--COOH 
| | 
R, Ri R 


C 末 端 氨基 酸 
但 是 ,应 用 羧 肽 酶 A 时 有 一 定 的 局 限 性 。 它 基本 上 不 能 切 下 甘氨酸 , 碱 性 氛 基 酸 。 也 不 能 切 
下 膊 所 酸 或 号 膊 气 酸 相连 的 所 基 酸 。 尽 管 如 此 :, 羧 肽 酶 A 仍 然 是 一 个 很 有 用 的 王 具 了 酶 , 它 是 按 顺 
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序 地 从 C 端 释放 出 一 个 或 n 个 氨基 酸 残 基 。 从 而 推断 了 和 蛋白质 的 C 末 端 或 C 端 的 几 个 氨基 酸 的 
排列 顺序 。 

羧 肽 酶 A 能 迅速 释放 的 C 端 氨基 酸 有 :Tyr.Phe.Try.Leu Ile, Met, Thr,Gln His, Ala, Val, 
较 缓 慢 的 释放 的 C 端 氮 基 酸 有 :， Asn Ser.Lys。 很 缓慢 释放 的 C 端 氨基 酸 有 : G1y\Asp\Glu、 
CySOsH,S- 羧 甲 基 化 Cys。 基 本 上 不 能 释放 的 有 :Pro 、Arg。 

羧 肽 酶 B 也 是 一 个 水 解 C 端 的 特异 酶 ， 它 专 一 的 释放 碱 性 的 C 端 氨基 酸 。 它 可 以 作为 羧 肽 
酶 A 的 补充 。 主 要 水 解 C 端 Arg、Lys。 

从 原理 上 讲 , 用 这 些 工 具 酶 可 以 同时 精确 地 分 析出 每 一 种 氨基 酸 释放 的 相对 速度 ,应 当 能 够 
解决 任何 肽 链 的 氨基 酸 排 列 次 序 问题 。 但 是 ， 由 于 这 些 工 具 酶 对 不 同 的 侧 链 基 困 有 极 不 相同 的 
亲 合 性 ,比如 甘氨酸 、 且 氨 酸 和 其 它 几 种 氨基 酸 的 释放 速度 很 慢 或 根本 切 不 下 来 ;而 亮 氨 酸 、 纺 氨 
酸 、 苯 丙 氨 酸 等 的 释放 速度 又 相当 快 ,几乎 分 不 清 那 个 先 下 来 ,好 象 同时 发 生 的 一 样 。 这 样 一 来 ， 
测定 蛋白 质 和 肽 的 氨基 酸 顺 序 并 不 能 以 直线 方式 顺利 进行 。 另外 , 如 果 和 蛋白 质 不 是 由 一 条 肽 链 
组 成 ,而 是 多 条 肽 链 的 话 , 用 该 方法 测定 C 端 ,对 结果 的 解释 就 比较 困难 ,因为 有 时 搞 不 清楚 几 个 
氨基 酸 是 从 一 条 肽 链 上 下 来 的 还 是 从 几 条 肽 链 上 下 来 的 。 

定量 测定 C 端的 另 一 个 比较 好 的 方法 是 重 所 标记 法 。 


SLT ”时 白质 中 肽 链 的 拆 离 和 分 离 提纯 


如 果 蛋 白质 分 子 是 由 几 个 亚 单位 组 成 的 ,首先 要 将 不 同 亚 单位 之 间 的 连接 拆 开 , 并 进行 分 离 
提纯 。 提 纯 后 的 亚 单位 肽 链 一 般 来 说 分 子 量 亦 比较 大 ,目前 尚 无 法 直接 进行 顺序 测定 , 尚 需要 将 
大 的 肽 链 切 成 肽 段 ,并 将 驮 段 进行 提纯 ,然后 才能 正式 开始 顺序 研究 工作 。 

一 、 温 和 条 件 拆 离 亚 单位 

亚 单位 之 间 的 联接 ,多 数 是 以 非 共 价 键 联 接 起 来 的 。 如 : AUB Rizk Bt, Hse, eee 
键 是 比较 弱 的 。 在 温和 的 条 件 下 可 以 解 离 。 

1. pH 的 改变 

这 是 最 简便 ,并 且 在 很 多 情况 下 是 可 行 的 方法 。 对 蛋白 质 来 讲 ， 解 离 的 临界 pH 范围 大 约 在 
pH 3 至 4( 羧 基 滴 定 范围 ) 和 9 至 10( 赖 氨 酸 一 一 酷 氨 酸 滴定 范围 )。 当 滴定 蛋白 溶液 的 pH 值 低 
于 3 或 者 高 于 10 时 可 能 就 会 引起 亚 单位 的 解 离 。 早 期 避 缩 酶 的 研究 就 是 一 个 实例 。 

2. 强 变 性 剂 (8 7 脲 素 .6 M EPRI) 

大 部 分 蛋白 质 在 脲 素 或 盐酸 有 的 旅 溶液 中 发 生变 性 。 后 来 认识 到 这 个 变性 作用 有 时 是 由 于 
蛋白 质 解 离 为 亚 单位 所 致 。 

使 用 这 种 变性 剂 主要 缺点 是 高 浓度 变性 剂 使 很 多 后 来 的 化 学 和 物理 研究 复杂 化 。 除 去 变性 
剂 又 常常 发 生 重新 缔 合 或 无 规则 聚合 。 

但 是 ,使 用 盐酸 肌 或 脲 素 与 还 原 剂 结合 (如 琶 基 乙醇 ) 拆 离 亚 单位 , 拆 离 以 后 可 以 使 用 凝 胶 渗 
透 色 谱 法 测定 亚 单位 的 分 子 量 。 用 超速 离心 平衡 法 可 以 更 精确 地 测定 在 这 种 条 件 下 的 分 子 量 ， 
但 是 存在 一 个 难题 是 在 这 种 条 件 下 影响 了 微分 比 容 的 精确 测定 。 

二 、 二 硫 键 的 拆 开 
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如 果 蛋 白质 中 两 条 肽 链 是 通过 二 硫 键 联接 ,就 需要 较 强 的 条 件 将 二 硫 键 切断 , 拆 开 肽 链 。 正 
如 前 述 , 切 断 二 硫 键 主要 采用 氧化 法 和 还 原 法 。 氧 化 法 的 优点 是 切断 二 硫 键 以 后 , 肽 链 不 能 重新 
形成 二 硫 键 , 便 于 肽 链 分 离 。 缺 点 是 在 氧化 过 程 中 , 甲 硫 氨 酸 侧 链 被 氧化 成 为 亚 砚 , 色 氨 酸 侧 链 
被 破坏 。 另 外 ,氧化 产物 不 能 重新 还 原 成 为 琉 基 和 二 硫 键 。 由 于 存在 这 些 缺 点 ,在 拆 链 时 多 用 还 

还 原 法 ,即将 二 硫 键 还 原 成 芒 基 , 从 而 切断 二 硫 键 。 该 方法 缺点 是 还 原 以 后 的 二 硫 键 还 可 能 
重新 形成 。 但 是 ,这 个 问题 可 以 用 羧 甲 基 化 封闭 琉 基 的 办 法 来 解决 。 常 用 碘 代 乙酸 (或 碘 代 乙酰 
胺 ) 进行 羧 甲 基 化 。 根据 情况 也 有 使 用 特殊 琉 基 保护 剂 或 加 大 斑 基 化 合 物 浓 度 的 办 法 来 解决 琉 
基 重 新 形成 二 硫 键 的 问题 。 

三 、 肽 链 的 鉴定 及 分 离 

用 前 述 方法 将 蛋白 质 分 子 中 不 同 的 肽 链 拆 离 以 后 ， 第 一 步 要 作 的 就 是 肽 链 种 类 的 确定 。 如 
有 不 同 种 类 肽 链 , 需 设 法 将 它们 分 离 提纯 。 

肽 链 种 类 的 确定 ,一 般 采 用 SIDS 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 访 法 ，N 末 端 分 析 法 等 。 这 两 种 方法 前 
面 已 叙述 过 。 

在 作 SDS 电 访 时 , 为 防止 琉 基 重新 缩合 成 二 硫 键 ， 电 访 系 统 中 常 加 入 琉 基 乙醇 等 琉 基 化 合 
物 。 利 用 末端 测定 结果 也 可 估计 肽 链 的 种 类 。 

肽 链 分 离 通 常 采用 离子 交换 层 析 ( 羧 甲 基 纤 维 素 , DEAE 纤维 素 等 ) ,吸附 层 析 ( 磅 酸 钙 凝 胶 
柱 ), 凝 胶 层 析 ( 多 聚 葡 糖 等 ) ,等 电 聚 焦 等 方法 。 这 些 方 法 都 可 以 在 解 离 剂 存在 的 情况 下 进行 。 

棕色 固氮 菌 固氮 酶 钥 铁 蛋白 是 个 多 亚 基 的 蛋白 质 。 ”将 结晶 钼 铁 蛋 白 以 还 原 法 拆 开 二 硫 键 
并 羧 甲 基 化 。 羧 甲 基 化 钥 铁 蛋白 在 100 mM RGA (pH 2.9)/8 7 脲 素 中 , TARPS MP Mee HE Be 
电泳 产生 了 两 条 区 带 。 经 光电 扫描 ,证 实 两 个 肽 链 是 等 量 的 。 将 该 样品 在 7% 脲 素 中 于 CM- 
纤维 素 柱 上 分 离 。 洗 脱 用 含 7 W 脲 素 的 醋酸 钠 缓 冲 液 进行 , pH 分别 为 pH4.0.4.6.5.1。 用 
280 mu 波长 进行 检测 。 两 种 肽 链 峰 位 分 别 在 pPH4.0 和 pH 5.1 中 ,得 到 了 很 好 的 分 离 。 再 将 提 
纯 后 的 肽 链 于 含 逐 素 的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 中 进行 电 交 鉴 定 。 证 实 得 到 了 两 种 均一 的 亚 单位 。 这 个 
工作 是 亚 单位 拆 开 和 分 离 的 很 好 实例 。 


第 六 节 。 肽 链 的 部 分 裂解 及 肽 片段 的 分 离 


一 、 肽 链 的 部 分 裂解 

用 前 节 所 叙述 的 方法 得 到 纯 的 肽 链 之 后 ， 就 可 以 进行 肽 链 的 氨基 酸 排列 次 序 研 究 。 

顺序 研究 的 第 一 步 是 部 分 裂解 驮 链 ， 将 长 的 肽 链 切 成 短 的 肽 段 。 要 求 肽 链 裂 解 的 选择 性 要 
强 , 裂 解 点 少 , 反 应 产 率 高 。 方 法 基本 上 有 两 大 类 , 即 化 学 裂解 法 和 酶 解法 。 

化 学 裂解 法 包括 : 专 一 性 化 学 试剂 裂解 (如 省 化 氰 等 ) , 酸 水 解 和 碱 水 解 。 

1. 省 化 氰 (CNBr) 裂 解 ， 该 方法 是 化 学 裂解 方法 中 最 好 的 方法 522522。 它 与 蛋白 质 中 的 
甲 硫 冥 酸 侧 链 的 硫 醚 基 起 反应 ,生成 省 化 亚 氛 内 脂 。 此 产物 与 水 进一步 反应 ,将 状 键 断裂 。N 端 
一 侧 肽 段 的 C 瘦 成 为 高 丝 所 酸 内 脂 ，C 端 一 侧 肽 段 的 N 端 不 改变 。 其 反应 如 下 ， 
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这 一 方法 的 优点 是 产 率 高 (可 达到 85% ) , 专 一 性 强 , 切 点 少 。 
在 酸性 条 件 下 ,省 化 氰 与 青 基 反应 ,但 不 切断 肽 键 。 如 殖 基 事先 进行 羧 甲 基 化 , 可 以 防 正 此 


© 124° 


甲 硫 氨 酸 侧 链 如 果 被 氧化 成 艳 或 亚 砚 : 上 述 裂 解 反应 就 不 能 进行 。 此 法 是 用 得 最 多 的 方 
法 。 

.部 分 酸 水 解 

F.Sanger 早期 研究 胰岛 素 的 一 级 结构 时 使 用 了 稀 酸 部 分 水 解 的 Hik. 当时 一 般 认 为 酸 水 
解 没有 什么 专 一 性。 所 以 ; 酶 的 专 一 水 解 被 应 用 以 后 , 酸 水 解法 就 被 大 们 所 忽视 。 后 来 发 现 部 分 
酸 水 解 还 是 有 一 定 的 专 一 性 。 

酸 部 分 水 解 一 般 分 稀 酸 和 浓 酸 两 种 条 件 。 在 稀 酸 的 条 件 下 ,天 冬 氨 酸 后 面 的 肽 键 容易 断裂 。 
un; Asp-Pro 键 在 pH2.:5 时 水 解 相当 完全 。 在 浓 酸 条 件 下 , 含 羟 基 的 侧 链 残 基 布 侧 肽 键 容 易 断 
裂 。 反 应 步骤 可 以 表示 如 下 ， 
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= 肽 水 解 相对 速度 (Gly-Gly=1) 

Gly-Ala 0.02 
Ala Gly 0.62 
Gly-Leu 0.40 
Gly -Tyr 0.35 
Gly -Val 0: SE 
Leu Gly 0.23 
Leu-Leu 0.48 
Leu-Tyr 0.41 

ai Gly 0.15 


* 在 含 等 体积 的 10 N HCI 和 冰 醋 酸 咨 液 中 于 37? 水 解 进 行 的 动力 学 研究 。 


酸 水 解 虽然 有 一 定 的 规律 性 ,但 其 专 一 性 仍 不 如 其 它 方 法 
3， 酶 法 裂解 


用 省 化 氰 裂解 法 可 以 得 到 一 套 裂 解 的 肽 段 。 但 是 ,用 不 同方 法 得 到 第 二 套 肽 段 ,在 进行 重 释 
区 时 是 非常 必要 的 。 另 外 , 在 省 化 氰 裂解 中 (一 次 裂解 ) ,通常 得 到 较 大 的 肽 段 (50 个 氨基 酸 以 
上 ) ,这 样 的 大 肽 段 不 易 直 接 测定 氨基 酸 排列 次 序 , 经 常 需要 二 次 , 三 次 裂解 , 在 这 种 情况 下 一 般 
用 酶 法 进行 。 

蛋白 水 解 酶 对 肽 键 的 水 解 率 很 高 。 同时 , 不 同 的 蛋白 水 解 酶 对 不 同 氨基 酸 形成 的 肽 键 水 解 
的 专 一 性 也 不 同 。 因 此 , 酶 法 被 广泛 采用 。 

在 进行 酶 解 之 前 , 一 般 都 要 将 所 研究 的 蛋白 质变 性 。 如 用 前 面 所 述 的 变性 剂 或 过 甲酸 氧化 
等 。 变 性 之 后 的 肽 链 更 容易 被 酶 裂解 。 很 多 事实 证 明 , 夫 然 的 蛋白 质 和 此 蛋白 质变 性 之 后 ,用 同 
一 种 酶 裂解 , 肽 链 被 切断 的 部 位 是 不 同 的 。 

胰 蛋 白 酶 切断 鸣 键 的 专 一 性 最 强 。 它 只 切断 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 右 侧 (羧基 端 ) 的 肽 键 。 因 此 ， 
裂解 之 后 产生 的 是 以 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 为 C 未 端的 肽 段 。 肽 链 经 过 胰 酶 裂解 之 后 应 该 得 到 z+1l 
个 肽 和 假 。 二 是 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 的 总 数 。 但 是 ,在 肽 链 中 若 有 抗 裂解 的 部 位 存在 ,或 者 裂解 产生 了 
游离 的 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 时 ,产生 的 肽 数目 就 要 小 于 二 +1。 在 典型 的 蛋白 质 中 , 赖 氛 酸 加 精 氨 酸 
约 占 氨基 酸 总 数 的 10% 左 右 。 因 此 ,用 胰 酶 消化 蛋白 以 后 , 产生 肽 段 的 平均 长 度 为 10 FEAR 


基 酸 残 基 。 这 样 大 小 的 肽 段 正 适合 进行 顺序 研究 。 但 也 有 的 样品 产生 大 的 不 溶 肽 段 ， 常 称 为 抗 


胰 酶 的 “ 核 ?, 在 这 种 情况 下 采用 其 它 方 法 裂解 是 必要 的 。 

胰 蛋 白 酶 中 , 经常 含有 少量 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 活力 。 因 此 ,使 用 胰 酶 之 前 可 以 用 胰 凝 乳 蛋 和 白 酶 
的 专 一 性 抑制 剂 TPCK[LL-(1- 对 甲苯 磺 酰 胺 基 -2- 葵 基 )Z 乙 基 毛 甲 酮 ] 处 理 以 后 再 用 。 

将 肽 链 进行 特定 的 化 学 修饰 ,可 以 扩大 胰 蛋 白 酶 的 使 用 范围 。 例 如 : 将 赖 氨 酸 的 se- 氨 基 修 
饰 以 后 ,可 以 用 胰 酶 专 一 性 地 水 解 肽 链 中 精 氨 酸 的 部 位 。 修 饰 的 方法 有 多 种 ,如 氨基 甲 酰 化 、 三 
氟 乙 酰 化 。 三 氟 乙 酰 化 反应 如 下 : 

O 
F;C— : —S—C,H; +4 R—NH, 
#1 MRAM ,0°C 
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H 10,25°C | 
>. BAR NH— ¢— CF, +3n!-sH 


要 求 结合 上 去 的 基 团 有 专 一 性 ,如 对 蛋白 质 的 8- 氨 基 和 cx- 氮 基 应 有 所 不 同 。 为 使 原 基 团 得 以 
恢复 ,也 要 求 在 温和 条 件 下 能 够 除去 此 封闭 基 团 。 

如 有 果 肽 链 中 精 氨 酸 和 赖 氨 酸 的 数量 太 少 ,还 可 以 设法 将 琉 基 转化 成 为 S- 氨 乙 基 , 这 样 可 以 
增加 胰 和 蛋白 酶 的 水 解 点 。S- 氨 乙 基 化 反应 如 下 : 
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胰 凝 乳 蛋白 酶 的 专 一 性 虽然 较 宽 ,但 是 , 它 对 具有 了 玻 水 侧 链 基 轩 的 氨 基 CAR AE 
酸 、 色 毛 酸 、 亮 氨 酸 等 ) 右 侧 的 肽 键 水 解 速度 要 比 其 它 肽 键 快 得 多 。 因 此 ,如果 条 件 控制 得 好 , 水 
解 的 片段 也 不 会 太 多 。 对 于 一 些 碱 性 蛋白 质 来 讲 , 因 为 含有 赖 氛 酸 和 精 氮 酸 的 数量 多 ,用 胰 酶 水 
解 得 到 肽 段 太 多 ,这 种 情况 下 ,用 胰 凝 乳 蛋白 酶 水 解 可 以 得 到 适度 大 小 的 肽 段 。 

有 时 由 于 邻近 所 基 酸 残 基 的 影响 ,一些 非 芳香 侧 链 的 氨基 酸 部 位 也 可 能 水 解 得 快 ,这 就 造成 
有 时 无 法 预测 水 解 的 部 位 和 生成 的 肽 段 大 小 。 另 一 个 问题 是 胰 凝 乳 蛋白 酶 中 有 少量 胰 酶 , 这 种 
情况 下 通常 采用 1 mM P-SEE PK ADEE, 

胃 和 蛋白酶 也 是 非常 有 用 的 酶 之 一 。 用 合成 肽 进行 研究 ， 确 定 胃 酶 可 以 水 解 葵 两 氛 酸 、 栈 所 
酸 、 谷 氨 酸 、 半 胱 氨 酸 和 胱 氨 酸 残 基 两 侧 的 肽 键 。 反 应 最 适 PH 在 酸性 范围 。 由 于 其 专 一 性 很 
宽 , 对 制备 小 片段 肽 是 很 有 用 的 。 

除 上 述 老 的 水 解 酶 类 而 外 ,还 有 些 其 它 的 蛋白 酶 可 用 。 不 和 久 前 才 在 国际 市 场 上 出 售 的 Stap- 
trylococcus aureus 裂解 谷 氨 酸 残 基 的 蛋白 酶 素 可 用 于 二 次 或 三 次 裂解 。 

二 、 肽 链 部 分 裂解 后 肽 片段 的 分 离 

肽 链 裂解 得 到 肽 片段 的 分 离 提 纯 工 作 , 全 赁 实际 经 验 和 不 断 改 变 方法 来 解决 。 这 个 工作 是 
一 级 结构 研究 中 最 麻烦 的 工作 之 一 。 

一 般 来 讲 , 可 将 混合 肽 通过 适当 和 孔径 的 凝 胶 柱 , 按 分 子 量 大 小 进行 粗 分 离 。 凝 胶 的 型 号 可 参 
考 表 3-7、.3-8。 经 过 凝 胶 柱 以 后 ,得 到 了 不 同 分 子 量 的 肽 段 级 分 ,同时 也 脱 去 了 样品 中 的 无 机 
盐 。 对 于 肽 段 分 子 量 差异 较 大 的 混合 物 , 该 方法 更 有 效 。 

被 分 离 得 到 的 肽 段 组 分 ,往往 需要 进行 下 一 步 提纯 。 一 般 采 用 离子 交换 柱 层 析 法 。 较 大 的 
肽 段 一 般 用 离子 交换 纤维 素 或 离子 交换 葡 聚 糖 凝 胶 。 较 小 的 肽 片断 多 用 离子 交换 树脂 (如 ， 
Dowex 50,Dowex 1 等 )。 洗 脱 方式 一 般 用 pH 或 盐 浓 度 梯 度 洗 脱 法 。 图 5-8 是 用 离子 交换 层 
析 分 离 肽 段 的 图 谱 。 

肽 段 的 分 子 量 一 般 较 小 ,脱盐 是 很 困难 的 。 因 此 , 洗 脱 时 一 般 采 用 挥发 性 缓冲 液 。 

用 上 述 方法 有 时 还 不 能 得 到 纯 的 肽 段 , 尚 需 用 高 压 纸 电 访 ` 纸 层 析 和 薄板 层 析 等 方法 进一步 
提纯 。 这 些 方法 分 离 效 果 很 好 ,只 是 得 量 很 少 。 特别 是 一 相 用 纸 层 析 ，, 一 相 用 高 压 纸 电泳 的 方 
法 ,不 仅 可 以 用 来 分 离 肽 段 和 鉴定 肽 段 的 纯度 。 而 且 可 以 从 水 解 得 到 的 肽 段 混合 物 的 层 析 - 电 访 
图 谱 ( 指 纹 图 ) 来 研究 蛋白质 结构 的 差异 〈 图 5-9)。 
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PABELEAGLIIG BERT DAWES LES o> 2 SW HEAL . TS JE) DR BE EH UN 
几 种 方法 。 如 何 应 用 这 几 种 方法 要 根据 肽 的 大 小 ,氨基 酸 的 组 成 ,仪器 设备 条 件 以 及 研究 者 的 经 
验 和 技巧 等 来 决定 、 
一 、 苯 异 硫 握 降 钾 法 -452(Edman 降解 法 ) ie wbea 
ii STE Ab JAE A NAR IG FT PA ANT A SER EU IR 
(RAE. ALBACDs st JC, HUGS LH ek HR A 2 LDA eS EL 
进 了 一 大 步 。 该 方法 反应 过 程 如 下 : | 
C,;H;-NCS +NH,-CHR-CO-NH-X 


ASE HM (ik 1) 
—>C,H;-NH-CS-NH-CHR-CO-NH-X (1) 
(T) 


H+ 
— C,H;-NH: C=N'tH +NH,*X (2) 


pele (ik IL) 
S CHR 
\o/ 
| 
O 
(ID) 
C;H;;-NH: C=N*H +H,O—>C,H;:-NH:CS-NH-CHR:COOH + Ht (3a) 
| (PTC ER) 
S CHR 
\c/ 
| 
O 
Ht 
C,;H;-NH-CS-NH-CHR - COOH — > SC 一 NH +H,0 (3b) 
. | 
C,;H;:N CHR 
\e/ 
| 
O 
dD 
(PTH) 


FRE) RAY oS HE EE AE BE AE EE EAT EL), RPE RE RR 
应 中 反应 (2 是 在 最 接近 被 PTC 取代 的 氨基 酸 处 的 肽 键 断裂 。 这 个 反应 在 强酸 介质 中 进行 , 生 
成 2- 沫 胺 基 =5- 叶 唑 啉 酮 街 生物 ( 工 )。 与 此 同时 , 肽 工 从 太 端 去 掩 了 一 个 氨基 酸 生成 肽 工 。 肽 工 
的 芍 端 仍 是 自 雪 的 于 可 以 进一步 与 苯 异 硫 所 反应 进行 第 二 步 降解 。 这 样 就 可 以 从 N 端 开始 逐次 
降解 下 去 8 进行 顺序 测定 了 根据 每 步 生 成 的 PTH 氨基 酸 的 种 类 ,可 以 确定 氟 基 酸 的 排列 顺序 。 访 
FEW Edman 降解 。 

在 整个 反应 中 几 反应 (2) 生 成 的 2- 苯胺 基 -5- 哮 哗 啉 一 衍生 物 中 的 了 基 团 取决 于 肽 工 的 N 
端 氨基 酸 。 原 则 正 可 以 用 这 站 反应 产物 来 测定 该 气 基 酸 ,但 是 该 产物 不 稳定 ,能 转化 成 3- 苯 基 - 
2- 乙 内 硫 酰 逐 (PTH 氨基 酸 )。 这 个 转化 在 酸 溶液 介质 中 进行 ,实际 上 上 包括 两 个 反应 ;一 是 c- 
葵 胺 基 =5= 哮 号 啉 酮 衍生 物 水 解 生成 ,PTC 氨基 酸 (3a)， 二 是 PTC 氨基 酸 环 化 生成 相应 的 PTH 
氨基 酸 (36)3 第 二 不 反应 比 第 二 个 快 得 多 ,实际 上 可 以 作为 一 个 反应 处 理 。 生 成 的 PTH IER 
是 非常 稳定 的 化 合 物 。 只 有 当 侧 链 有 的 _6- 碳 上 有 羟基 或 斑 基 的 时 候 ,， 才 表现 出 一 些 不 稳定 性 4 
HLT 8- 消除 反应 。 

反应 生成 的 PTH 氨基 酸 可 用 乙酸 乙 酯 抽 提 。PTH 精 氨 酸 、PTH ASR AS, PTH 半 胱 磺 酸 贸 
在 水 相 。PTH 氨基 酸 可 用 纸 层 析 、 薄 层 层 析 , 气 液 色谱 ,高 压 液 相 色 谱 5193 等 方法 进行 测定 。 

标准 PTH 氨基 酸 和 降解 生成 的 PTH 氨基 酸 都 要 避 光 保存 ,否则 会 分 解 。 它 在 紫外 光 下 有 
强 的 吸收 。 吸 收 峰 在 268 nm 左右 。 

使 用 经 典 Edman 方法 在 顺利 的 情况 下 ,可 以 确定 10 个 或 更 多 的 氨基 酸 排列 顺序 。 ed 
况 下 ,在 每 一 反应 阶段 之 后 鉴定 PTH 氨基 酸 。 但 也 有 时 用 减 去 法 7 即 每 一 反应 阶段 之 后 , 将 未 
反应 的 肽 水 解 并 进行 氨基 酸 组 成 全 分 析 , 看 氨基 酸 减少 的 情况 。 可 用 氨基 酸 自动 分 析 Siam He 
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泳 进行 氨基 酸 分 析 。 长 肽 分 析 多 采用 第 一 种 方法 , 对 于 小 肽 , 后 一 方法 更 快速 ,也 比较 准确 。 见 
图 5-10。 


图 5-10 减 除 分 析 法 用 于 Edman 降 解 ,从 溶菌 酶 分 离 出 的 六 
肽 Gly-Thr-Asp-Val-Glu-Ala, 原 始 肽 以 E-0 表示 ,降解 三 
次 为 E-1\E-2、E-3。 高 压 纸 电 访 分 离 。 光 密度 计 扫 描 测 定 


现在 固 相 降解 法 也 比较 成 功 c20。 
将 肽 通过 羧基 固定 在 不 溶性 支持 物 
上 。 试 剂 按 顺序 通过 固 相 而 完成 Ed- 
man 降解 。 按 此 方法 已 设计 出 了 顺序 
分 析 仪 。 

=, DNS-Cl-Edman 方法 

该 方法 原理 和 DNS 7, Edman 
法 相同 。 但 是 ， 将 这 两 种 方法 结合 起 
来 进行 顺序 研究 , 更 显示 出 两 种 方法 
的 优点 。 将 测定 的 灵敏 度 进一步 提高 
了 。 样 品 用 量 减 少 到 原 方法 的 十 分 之 
一 。 一 毫 微克 分 子 的 肽 即 可 进行 测 
‘e: 

其 测定 程序 大 体 如 下 :将 微量 样 
品 真空 干燥 ,用 水 溶解 之 后 取出 少量 


”样品 , 用 DNS 法 测 N 端 氨基 酸 ; 确 定 


N 端 第 一 个 氨基 酸 ; 向 前 述 留 下 的 溶 
液 中 加 入 葵 异 硫 氰 ， 在 一 定 的 条 件 下 
反应 之 后 ,干燥 ,再 溶 于 水 中 。 然 后 用 
乙酸 正 丁 脂 两 次 抽 提 形成 的 瑟 端 氨基 
酸 的 苯胺 基 喀 唑 啉 酮 衍生 物 。 这 样 ， 
脱 除了 N 端 第 一 个 氨 HEAR, 第 二 个 所 
基 酸 变 为 N 末 端 。 将 上 述 抽 提 后 的 水 
层 真空 干燥 ,， 重 溶 于 水 中 ， 再 以 DNS 


法 测定 N 端 第 二 个 氨基 酸 。 剩 下 的 溶液 再 按 Edman 法 将 此 N 端 脱 除 , 如 此 反复 测定 即 可 定 出 从 


N 端 起 的 氨基 酸 排列 顺序 。 可 用 下 图 表示 该 过 程 。 


ae 


Y Y 
DNS 法 测 N 端 氨基 酸 Edman 人 


DNS 法 测定 新 形 Edman 降解 再 去 除 N PTH 氨基 酸 
sit JE A 


成 的 N 端 氨基 酸 


| 


三 、 蛋 白质 顺序 测定 仪 

顺序 测定 仪 的 出 现 ， 加 速 了 顺序 测定 工作 ， 同 时 减轻 了 研究 人 员 的 繁琐 手工 劳动 。 

顺序 仪 的 基本 原理 就 是 Edman 法 的 原理 。 仪器 的 操作 关键 是 反应 的 溶液 和 抽 提 的 溶剂 涂 
在 旋转 的 圆柱 形 玻璃 杯 内 壁 上 ,成 为 一 个 薄 层 。 由 于 大 的 表面 积 和 稳定 的 离心 力 , 涂 层 适合 于 用 
另 一 个 互 不 相 溶 的 溶剂 薄膜 复 盖 上 进行 抽 提 。 同 时 又 适合 于 离心 和 减 压 下 干燥 。 这 个 办 法 简化 
了 降解 时 的 许多 操作 。 

5-11 是 顺序 仪 示意 图 。 反 应 贮 器 是 圆 简 玻璃 杯 4, 它 被 电机 瑟 带 动 旋 转 。 由 于 杯子 不 断 
旋转 , 因此 ,进入 杯 中 溶液 或 溶剂 迅速 在 杯子 壁 上 形成 一 层 薄膜 。 试 剂 或 溶剂 通过 输入 管 路 及 进 
入 杯 底 。 抽 提 溶 剂 不 断 上 升 到 杯子 上 部 。 在 那里 将 抽 提 液 取 出 ,经 流出 管 路 S 流 出 。 流 出 的 
PTH 氨基 酸 抽 提 液 用 收集 器 分 部 收集 ,然后 用 气相 色谱 仪 测定 。 反 应 杯 密封 在 钟 形 夹 套 中 ， 可 以 
抽 真 空 。 反 应 室温 度 50"C。 试 剂 和 溶剂 装 在 贮 器 C 中 ,通过 阀门 组 忆 与 杯子 相连 。 贮 器 用 氛 气 
简 维 持 恒 定 的 低压 。 贮 器 和 容器 之 间 压 力 差 恒定 ,按时 打开 阀门 进入 溶剂 或 试剂 ,进入 的 体积 是 
一 定 的 。 这 样 就 可 以 连续 不 断 地 实现 Edman 降解 的 每 一 步 又 。 

氨基酸 顺序 仪 对 于 小 肽 (如 : 二 肽 ,三 肽 ) 或 者 很 大 的 肽 (50 以 上 ) 测定 有 一 定 困 难 。 


图 5-11 顺序 仪 示意 图 
A ”旋转 杯 `B 电动机、C 试剂 (或 溶剂 ) 贮 器 .D “阀门 组 `E ”出 口 活塞 、F BROKRBL CH 
Wie H A.J “压力 表 、K 压力 调节 器 

四 、 酶 解法 测定 顺序 

在 蛋白 水 解 酶 中 有 一 类 酶 能 从 端 基 逐个 地 将 氨基 酸 按 顺 序 切 下 来 。 有 的 酶 从 N 端 开始 CR 
肽 酶 ), 有 的 酶 从 C 端 开 始 ( 羧 肽 酶 )。 从 理论 上 说 ,用 这 两 种 酶 都 可 以 进行 顺序 测定 。 但 是 ,实际 
进行 起 来 却 有 很 多 问题 。 

1. SNARE: 所 肽 酶 是 从 区 端 降解 肽 的 酶 , 有 许多 种 。 最 常用 的 是 亮 氮 酸 氛 肽 酶 (LAP)。 亮 
氛 酸 氨 肽 酶 并 不 是 只 水 解 以 亮 氨 酸 为 人 端的 专 一 性 酶 , 它 普 遍 水 解 人 末端 肽 键 。 不 过 它 对 各 种 
氨基 酸 的 水 解 速度 不 同 。N 末 端 为 极 性 氨基 酸 时 ,水 解 速度 慢 。N 端 第 二 个 氨基 酸 是 且 氨 酸 时 ， 
它 不 能 水 解 。 以 芳香 族 氮 基 酸 为 N 末 端 时 ,水 解 速度 仍 不 算 快 ,而 以 非 极 性 的 侧 链 基 困 较 大 的 氨 
基 酸 (如 亮 氨 酸 ) 为 N 末 端 时 水 解 速度 最 快 。 由 于 氛 肽 酶 从 肽 链 中 释放 出 第 一 个 氨基 酸 以 后 ， 不 
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等 到 全 部 肽 链 都 释放 完 第 一 个 氨基 酸 , 第 二 个 氨基 酸 也 跟着 释放 出 来 ,这 就 给 鉴定 带 来 麻 颊 。 为 
了 确定 氨 芝 酸 的 释放 顺序 ,需要 把 释放 出 的 氨基 酸 的 量 对 时 间作 图 ,从 图 中 可 以 看 到 各 种 氨基 本 
靳 攻 放 茵 并 ;从 而 推测 它们 的 排列 次 序 。 当 然 ; 有 时 也 有 例外 情况 ,如 第 二 个 氨基 酸 有 有 时 与 第 一 
洒 氟 基 酸 森 放 速度 相同 就 难以 解释 了 。 表 5-3 列 出 几 种 氨 肽 酶 的 性 质 。 | 
OSB PRG EA CURB ARK HON. FACED BIA CRUE ITE PSE EERE, ALL 
次 肽 酶 的 应 用 比 氨 肽 酶 多 ,也 显得 重要 。 ee 

ae FAA A = A .BC。 其 中 以 羧 肽 酶 A ROMA, (LE, EA REM 4 至 
洁 个 氨基 酸 菲 列 次 序 。 其 性 质 列 人 表 5-7 中 。 


表 5-3 各 种 端 肽 酶 及 它们 的 专 一 性 


Rik Mi | pity —tk A B -—--- | | ee ee 
FE NA RK A A=Ala 最 快 ， 

LAP A== 非 极 性 残 基 也 很 快 ， 猪 Be. 

HLP B=ProftA AF KK. 人 肝 
氨 肽 酶 M 除 一 般 氨 基 酸 外 ， 也 能 水 解 Pro 及 碱 性 氨基 酸 。 猪 肾 
FE NG EK A:Leu>Phe>Val>Ala A 是 极 性 残 基 时 反应 低 。 眼球 水 晶体 
welt | fit ty % —tk---- AB | i 来 源 
PRK A B A 5A He SB IS DPR EY RH Biz Gly, Asn 及 酸 Bi 

性 氨基 酸 反 应 慢 。 最 适 pH 5.5 4 
B« Pro,, OH-Pro, Lys, Arg 时 不 作用 。 

次 肽 酶 BC CPB) Béé Lys, Argitthe th, HRARIEMIE. i 
PRK MG CCPC) Be eR Me BHA Pro 都 能 作用 但 OH-Pro 不 作用 。 对 二 hi 物 
Rk WY 专 一 性 广 ， 包 括 Pro, NF 母 
(CPY) A 是 Gly 时 水 解 减 慢 。 


第 八 节 “从 已 知 顺序 肽 段 复 现 肽 链 的 一 级 结构 


前 面谈 到 ,为 了 研究 氨基 酸 排列 顺序 ,将 链 切 成 肽 段 。 再 研究 各 肽 段 的 氨基 酸 排列 次 序 。 
弄 清 各 肽 段 的 氮 基 酸 排列 顺序 后 ,就 可 以 从 这 些小 肽 段 重新 构成 大 肽 或 蛋白 质 的 一 级 结构 。 

但 是 ,实际 作 起 来 并 不 容易 。 如 采 长 肽 链 只 切 成 两 段 , 测 出 两 段 的 顺序 ,并 知道 原 肽 链 的 N 示 
端 和 C 末 端 ,就 很 容易 将 长 肽 链 的 氨基 酸 顺序 确定 下 来 。 如 果 肤 链 切 成 三 段 ; 贞 要 靳 辣 处 前 氨基 
酸 与 原 肤 链 的 端 基 氨 基 酸 不 同 , 也 很 容易 确定 原 时 链 的 氨基 酸 排 列 次 序 。 如 果 切 点 很 多 ,必然 会 
有 很 多 切 点 处 的 氨基 酸 与 原 肽 链 的 端 基 氨基 酸 相 岂 。 这 样 ,就 必须 用 两 套 或 几 套 切 驮 链 的 方法 。 
得 到 两 套 或 几 套 肽 段 的 氨基 酸 排 列 顺 序 。 节 后 用 重 夺 肽 ”的 办 法 确定 整个 长 肘 链 的 氨基 酸 排列 
次 序 。 

一 ，N- 端 基 肽 段 的 确定 

以 溶菌 酶 为 例 说 明 如 何 确定 N 端 基 肽 段 。Fraenkel-conrat 指出 ,用 还 原 或 烷 基 化 方法 不 能 
明显 改变 天 然 溶菌 酶 的 分 子 量 。 说 明天 然 溶菌 酶 只 存在 一 个 简单 多 肽 链 。Schroeder 和 Jolles 用 
DNFB 法 指出 溶菌 酶 含有 一 个 N 端 基 氨 基 酸 。 根 据 用 6 NCI 部 分 酸 水 解 的 DNP 溶菌 酶 ， 分 
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tt} DNP 四 上 ,该 四 肽 的 氨基 酸 排列 顺序 是 Lys-Val-Phe-Gly。 可 以 确定 它 是 RN 端 肽 段 。 
Canfield 用 胰 酶 水 解 溶菌 酶 以 后 分 离 出 18 个 肽 段 。 快 速 胰 酶 水 解 得 到 一 个 肽 的 顺序 为 ys-Val- 
Phe-Gly-Arg。 当 慢 速水 解 时 产生 一 个 肽 的 顺序 为 Val-Phe-Gly—Arg 的 允 段 ,同时 有 游离 赖 氨 
酸 产 生 .。 综 合 溶菌 酶 的 这 些 实验 结果 , 可 以 确定 溶菌 酶 的 N 端 基 肽 的 结构 为 HJ N-Lys-Val-Phe- 
Gly-Arg。 

=. Coa ERK ER AD RE 

在 蛋白 质 的 C 端 基 和 C aa TK EGE HP HE AE EF RK GAA eB 分 析 法 ， 

变性 的 细胞 色素 FARIA A Xb BE 2.18.40 小 时 ,释放 出 不 同 量 的 各 种 氟 基 酸 ( 表 5-4 所 


示 )。 


表 5-1 RIB A 处 理 粗 糙 贷 犯 霉 细 胞 色 率 。 后 残 蕉 的 释放 情况 
每 克 分 子 细胞 色素 释放 出 的 微克 分 子 数 


从 结果 可 以 清楚 看 出 丙 氛 酸 是 该 蛋白 质 的 C 端 忌 基 酸 。 同 时 , 从 其 余数 据 可 以 预料 到 从 C 
端 开 始 的 其 余 氨 基 酸 的 排列 次 序 可 能 是 The Glu, Met Ile .Phe。 

从 促 则 上 腺 皮质 激素 的 研究 中 , 用 羧 肽 酶 A 处 理 时 ,氨基 酸 释放 速度 曲线 如 图 5-12。 从 图 中 
可 以 确定 C 端 蚊 片段 顺序 为 ， 


2 -Leu-Glu-Phe-COOH re 
=, Bek 0.14 Phe 
前 面 叙述 了 关于 玉 端 和 C RRR BRAT 呈 “ 
Bi. MAM MM PAT OMI; 一 般 SO 
Anis AFA PP IL BT “| S008 
MK” , BN Bi PERLE A ASABE, Be PRA = 0.06 “4 
的 情况 是 “ 重 迭 肽 ?的 中 间 部 分 是 另 两 个 肽 的 C 。 党 oo 


末端 或 沁 末 端 氛 基 酸 。 在 “ 重 返 肽 ?的 两 侧 还 有 0.02 aa agape 0a 
足够 多 的 氨基 酸 ,以 免 出 现 模糊 的 结果 .用 前 述 k 


裂解 法 ,如 省 化 氯 裂解 ,路 酶 裂解 等 ， 可 以 得 到 DR 
重 运 状 ， 然 后 测定 “ 重 迭 肽 ?的 氨基 酸 排列 次 序 小 时 


BUN Ava CAR a IE RREL RFR ge? 512, RIAN a TET TL 
Zit He OMA HE WERE [Uc BLYEBE ADI ASIA 
链 完 整 的 一 级 结构 。 
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下 面 是 示意 性 地 说 明 。 如 果 用 一 种 裂解 方法 得 到 的 肽 段 是: 
A—B—C,D—E£,F—G,H—I—J K 五 个 肽 段 ,其 中 A、B… 天 表 示 氨 基 酸 残 基 种 类 ， 

用 第 二 种 方法 裂解 得 到 肽 段 是 : 
人 一 如 :CEDiEAR GH hike 

显然 ， 一 组 肽 A 一 B 一 C 与 三 组 的 A—B 和 C_-D—E—F 83K, F—G #C—D—E7E fii 
G 一 互 肽 段 的 中 间 。 肽 段 H-I—J 5 G—-H fl J—K Bik, KAPHA I BAP HII 
肽 段 可 以 确定 其 位 置 。 开 为 C 未 端 。 


两 组 肽 段 综合 如 下 : 

A= Br, [= BC eee oe 25 ga eek K  —a, 
pS Pours Ts 

ee ee ee ae ee oh + 


A=8 = CDP _G—_H—I—J—K ee 
这 只 是 为 说 明 方 法 面 假定 的 情况 。 第 十 节 中 介 纤 3 的 铁 蛋 白 一 级 结构 测定 ,是 个 很 好 的 实例 。 


肽 链 的 氨基 酸 排列 次 序 测定 完成 以 后 ,如 果 该 蛋白 质 分 子 含有 二 硫 桥 和 酰胺 基 时 ,下 一 步 工 
作 就 是 确定 二 硫 桥 和 酰胺 基 在 肽 链 中 的 位 置 。 

一 、 二 硫 桥 位 置 的 确定 

确定 肽 链 中 半 胱 所 酸 残 基 是 如 何 搭配 成 链 内 或 链 间 二 硫 桥 , 需 作 如 下 工作 ， 

@ 确定 还 原 或 氧化 拆 开 二 硫 桥 以 后 的 多 肤 链 的 氨基 酸 排 列 顺序 。 

@ 将 带 有 完整 二 硫 桥 的 蛋白 质 分 子 用 胰 蛋 白 酶 降解 。 

@ 分 离 含有 二 硫 桥 的 肘 。 

@@ 将 分 离 得 到 的 含有 二 硫 桥 的 状 进行 氧化 或 还 原 , 切 断 二 硫 刍 。 

© 分 离 切断 二 硫 键 以 后 生成 的 两 个 肽 段 ， 并 确定 这 两 个 肽 段 的 氨基 酸 排列 次 序 。 将 这 两 个 
RARER SEES ASR E TAIT, MAA ieEt 
的 位 置 。 

© 若 二 硫 桥 在 一 条 肽 链 内 存在 ,而 且 在 该 肽 链 内 还 存在 另 一 个 半 胱 伺 酸 残 基 (--SH) 时 ,在 
未 拆 开 二 硫 桥 之 前 ,可 将 半 用 所 酸 残 基 ( 一 SH) 用 砚 代 乙 栈 胺 封闭 ,而 一 S 一 S 一 不 参与 此 反应 ;这 
样 可 以 确定 哪 两 个 半 胱 氨 酸 形成 了 二 硫 桥 。 

若 一 条 肤 链 内 含有 两 个 二 硫 桥 ,用 胰 酶 裂解 又 得 不 到 含有 一 个 二 硫 桥 的 肽 段 时 可 以 进一步 
用 胰 凝 乳 蛋白 酶 裂解 。 确 定 它们 的 位 置 与 前 述 方法 相同 。 

、 酰 胺 基 位 置 的 确定 

在 蛋白 质 基 团 调 定时 , 刀 果 确定 在 该 芭 白质 中 含有 栈 胺 基 , 那 未 在 一 级 结构 研究 中 就 要 确定 
楷 胺 基 的 确切 位 置 。 

多 庆 链 中 的 侧 链 凑 基 和 避 端 控 基 有 可 能 以 一 COOH 形式 存在 ， 也 可 能 以 -CONHS 形 趟 丰 
在 ， 一 般 来 讲 ， 一 CA 、， 中 的 一 NE 很 容易 被 分 解 产生 游离 NH. 和 一 COOH。 因 此 ,用 酸 进 
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行 部 分 水 解 得 不 到 含有 酰胺 基 的 肤 眉 。 用 蛋白 水 解 酶 水 解 可 以 得 到 含有 酰胺 基 的 肽 段 。 将 这 些 
+: O 
肽 段 分 离 以 后 ， 测 定 其 栈 氨 数量 和 可 能 形成 酰胺 的 侧 链 基 团 (一 CA ) 的 数量 (不 包括 C 端 )。 


如 果 二 者 数量 相等 ,就 可 以 确定 酰 握 基 位 置 。 如 果 栈 胺 基 少 于 一 COO- 基 ， 就 说 明 有 的 一 COO- 
基 在 分 子 中 是 以 一 COOH 形式 存在 的 。 这 样 仍 不 能 确定 酰胺 基 的 位 置 。 再 进一步 裂 解 进行 确 
定 ， 


第 十 节 “蛋白质 一 级 结构 测定 的 实例 


一 、 及 岛 素 一 级 结构 的 测定 
了 四 胰岛 素 的 分 子 量 : 胰岛 素 在 水 溶液 中 ,用 活 透 压 和 超 离心 测 得 分 子 量 为 47,000~~ 
84,000。 用 X- 射 线 测定 为 36,000。 有 人 认为 * 这 是 由 于 12,000 分 子 量 的 分 子 聚 合 所 致 。 Har- 
fenist 用 了 部 分 DNP 化 和 逆流 分 溶 法 求 出 分 子 量 为 6,000。 这 个 数据 和 根据 胰岛 素 所 含 的 51 
个 氨基 酸 计算 出 来 的 5,734 很 符合 。 两 个 51 个 氨基 酸 的 亚 单位 通过 一 个 铎 原子 连 成 102 FA 
基 酸 的 分 子 量 为 12,000 的 胰岛 素 分 子 。 

@ 氨基 酸 组 成 ， 

Harfenist 等 使 用 柱 层 析 法 确定 胰岛 素 的 氨基 酸 组 成 为 : Gly 4 、Leu'6 、Ser 3 Phe3, 
Arg1, Ala3, His2, Lys1,. Asp3, Glu7, Val5, Proll, Ile SiDL Thr1.,CysH 6, 

FE SI 个 氨基 酸 。 另 外 ， 每 分 子 有 6 个 酰胺 。 

@) 末端 分 析 : ey. 

DNP- 胰 岛 素 水 解 得 DNP-Gly 和 DNP-Phe, 说 明 胰岛 素 分 子 中 有 两 条 肽 链 ,它们 的 N 末 
端 分 别 为 甘氨酸 和 葵 丙 氨 酸 。 

由 氧化 拆 链 : 

胰岛 素 分 子 中 胱 氛 酸 的 含量 高 ,推测 两 条 肽 链 可 能 是 由 一 S$ 一 $S 一 桥 键 连接 。 Ant PmA 
化 能 拆 成 两 条 肽 链 证 实 了 这 个 问题 。A 链 为 酸性 的 ,以 甘 毛 酸 为 N 末 端 。A 链 不 含 碱 性 氨基 酸 ， 
也 无 Thr,Pro 和 Phe, 从 测 得 硫 含量 计算 得 到 其 分 子 量 为 2,900, 每 分 子 有 4 个 半 胱 磺 酸 。B 
MUA AAMAN A, 所 有 碱 性 氨基 酸 全 在 这 条 链 中 ， 只 有 两 个 半 胱 磺 酸 ， 它 的 分 子 量 为 
3,800, 

用 羧 肽 酶 作用 于 B 链 , 先 放出 的 氨基 酸 是 丙 氛 酸 , 可 知 B 链 的 C 末 端 为 两 氨 酸 。 用 羧 肽 酶 作 
用 于 A 链 ， 得 到 的 C 末 端 为 天 冬 酰 胺 。 总 结 起 来 两 条 链 的 末端 为 ， 

A 链 Gly—Asn 

Bit Phe——Ala 

© 氨基 酸 的 排列 次 序 

F. Sanger 等 人 将 分 离 出 来 的 A 链 、B 链 分 别 进 行 研究 。 主 要 用 DNP 标记 法 。 用 酸 部 分 水 
解 , 酶 部 分 水 解 得 到 小 肽 ,然后 决定 A、B 链 中 的 氨基 酸 排 列 顺序 。 


在 水 解 过程 中 , 较 困 难 的 是 B 链 中 存在 极 性 较 差 的 基 团 (Phe、.Leu 、Tyr) 常 常 密集 在 一 起 , 产 
生 许多 特别 难以 分 离 的 非 极 性 肽 。 其 次 A 和 B 链 中 Ser, Thr 等 具有 羟基 的 氨基 酸 形成 的 肽 键 从 


稳定 ; 蝎 破 十 ,所 以 需要 用 酶 水 解法 。 在 水 解 过 程 中 ,使 用 酶 水 解 得 到 较 长 的 肽 以 后 ,再 进行 部 分 
酸 水 解 。 然 后 再 确定 每 个 小 肽 的 结构 较为 合适 。 

确定 A 链 中 氨基 酸 的 排列 次 序 比 B 链 困 难 。 在 B 链 中 的 Asp ,Ser\Arg 等 在 整个 链 中 只 
现 一 次 ,容易 解释 实验 结果 。 但 在 A 链 中 半 胱 磺 酸 (CySOsH) 、Glu .Leu 出 现 多 次 ， knees 
的 较 长 肽 才能 排列 出 整 条 A 链 的 氨基 酸 顺 序 。 

© 酰胺 基 的 数目 及 其 位 置 的 决定 

在 A 链 中 ,有 4 克 分 子 谷 氨 酸 和 2 克 分 子 天 冬 氨 酸 。 而 酰胺 总 数 EAPO, WARE 
(一 COOH) 是 2 克 分 子 。 那 么 4 克 分 子 酰胺 基 到 底 在 那些 氨基 酸 上 呢 ? 也 就 是 说 6 个 分 子 中 有 
4 个 分 子 是 Gin 或 Asn, 有 两 个 分 子 是 Glu 或 Asp。 如 何 识别 四 个 酰胺 基 的 确切 位 置 呢 7 为 了 ， 
弄 清 这 个 问 题 , 研 究 了 用 胃 蛋 白 酶 , 胰 兹 乳 蛋 自 酶 部 分 水 解 的 小 肽 ,推定 了 有 两 个 天 冬 酰胺 ,两 个 
谷 氨 杯 胶 和 两 个 谷 氨 酸 。 下 一 步 还 要 开明 和 白 四 个 谷 氨 酸 中 ， 那 两 个 是 谷 氨 酰 胺 。”” 

FAs FAG , 胰 凝 乳 酶 和 未 瓜 蛋 白 酶 ) 部 分 水 解 信 链 ， 切 断 第 4 和 第 5 之 间 的 键 、15 和 17 之 
间 的 键 : 分 离 短 肽 。 然 后 用 酸 水 解 分 离 出 来 的 得 胸 ， 测定 酰胺 量 ， 从 而 确定 了 酰胺 基 在 第 5 位 和 
第 15 位 的 谷 氨 酸 上 。 分 布 如 下 : 


A 链 Gly:--Glu-+-Gln-+-Gln-++-Glu--+Asn--+Asn 
1 4 5 15 17 18 21 


B 链 有 2 nate, APTA SRR i. 
B 链 Phe---Asn-+-Gln 
1 3 


4 
@ 二 硫 桥 (一 S 一 S 一 ) 的 位 置 
胰岛 素 分 子 中 的 三 对 二 硫 桥 的 位 置 是 用 未 经 氧化 的 胰岛 素 分 子 ， 经 部 分 水 解法 确定 的 。 
在 不 使 一 S 一 S 一 键 切断 的 条 件 下 进行 部 分 水 解 。 外 AAT ARE RAY EA. © 用 过 甲酸 
氧化 胱 氛 酸 肽 使 其 变 为 半 胱 磺 酸 肽 (氧化 切断 一 $ — S 一 键 )。@ 分 离 半 胱 矿 酸 肽 ， 确定 半 胱 磺 
酸 芍 的 结构 ， 从 而 知道 一 硫 桥 在 胰岛 素 分 子 中 的 位 置 。 
有 陋 凝 乳 蛋 白 酝 水 解 产物 中 得 到 : 


H—C y—_Asn—_NH; 


H —Leu— Val— C y—Gly—Glu—Arg—Gly—Phe—OH 


PALL FPR i BR PERK » 8 RB PER 5 再 确定 两 条 链 的 氨基 酸 排列 顺序 ,由 此 决 
TA BENS 20 ANB BERY 19 位 构成 了 二 硫 桥 。 

其 他 两 对 二 硫 桥 存在 于 不 能 被 胰 凝 乳 蛋白 酶 水 解 的 大 肽 内 ; 需 用 酸 部 分 水 解 ， 然后 分 离 ; 得 
到 一 系列 半 鸯 所 酸 肽 ,然后 确定 它们 的 位 置 。 

通过 上 述 测定 ， 最 后 得 到 胰岛 素 的 整个 一 级 Ze RANE 
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NE SSS oh hr, NH, 
H-Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Ala-Ser-Val-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Len-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asp-OH 


S S 


\ / 


S S 


H-Phe-Val-Asp-Glu-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg- 
Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala-OH 
图 5-13 胰岛素 的 一 级 结构 


二 、 巴 氏 梭 菌 固 和 氢 酶 组 分 一 一 铁 蛋白 的 氨基 酸 排列 顺序 。 

国 氨 酶 是 固氮 微生物 将 分 子 氛 还 原 成 氨 的 酶 .棕色 固氮 菌 . 巴 氏 梭 菌 等 固氮 菌 中 都 含有 这 种 
酶 类 。 该 酶 由 两 种 蛋白 组 成 一 一 铁 蛋 白 和 钼 铁 蛋 白 。 两 种 蛋白 都 已 经 分 离 提 纯 ， 功 能 研究 也 和 逐 
渐 清楚 子 。 王 面 只 介绍 铁 蛋 白 的 一 级 结构 的 研究 工作 "3 。 

铁 蛋 白 的 分 子 量 为 55,000 左右 。 是 一 个 具有 相同 的 两 个 亚 单位 的 二 聚 体 。 每 分 子 含 有 4 
个 非 血 红 素 铁 和 4 个 酸 不 稳定 硫 (S-) 原 子 。 以 Fas, 原子 徐 形 式 存在 于 铁 蛋 白 的 分 子 中 。 每 
个 分 子 含有 12 个 可 滴定 的 半 胱 氨 酸 残 基 -…”。 

© 铁 蛋 白 的 羧 甲 基 化 ， 先 用 5% 三 氧 醋酸 除 掉 分 子 中 的 铁 和 酸 不 稳定 硫 原子 。 得 到 白色 
的 脱 铁 铁 蛋 白 。 因 为 铁 蛋白 含有 两 个 相同 的 亚 单位 ,所 以 不 需 进行 亚 单位 的 分 离 , 直 接 用 琉 基 己 
醇 还 原 ， 然 后 用 础 代 乙 酸 进行 羧 甲 基 化 ， 得 到 羧 甲 基 化 铁 蛋 白 。 

@ 关 甲 基 化 铁 蛋 白 的 胰 酶 水 解 , 肽 段 的 分 离 纯化 及 顺序 研究 。 

用 胰 酶 水 解 羧 甲 基 化 铁 蛋白 水解 产物 在 多 聚 葡 糖 凝 胶 G=50 柱 上 进行 分 级 。 分 离 出 T- 工 、 
FS T=R TIT=-V、T- 亚 六 个 部 分 。 

用 阳离子 交换 柱 层 析 法 和 纸 层 析 法 对 上 述 六 个 峰 进 行进 一 步 的 分 离 提纯 工作 , 共 得 到 25 个 
纯 的 肽 段 。 

对 这 些 肽 段 进行 氨基酸 分 析 。 这 些 肽 段 的 氨基 酸 残 基 总 合 为 273 个 氨基 酸 。 

@ 肽 段 的 顺序 确定 ,顺序 测定 工作 采用 手工 Edman 降 解法 .顺序 仪 自动 分 析 法 、 羧 肽 酶 法 
等 进行 测定 。 测 定 过 程 中 生成 的 PTH 毛 基 酸 用 气 液 色谱 、 薄 层 层 析 法 和 将 PTH A 基 酸 衍生 物 
用 6 N 盐 酸 水 解 ， 进 行 氨基 酸 分 析 等 办 法 进行 。 

C 端 测 定 采用 羧 肽 酶 A、B 和 肝 解 的 方法 进行 。 

25 个 肽 段 共 273 个 氨基 酸 残 基 , 确定 下 来 242 个 氨基 酸 残 基 的 排列 次 序 , 占 88.626. 

® 用 省 化 氰 裂解 羧 甲 基 化 铁 蛋白 .用 多 聚 葡 糖 G - 50 柱 层 析 分 级 。 用 纸 层 析 和 离子 交换 柱 
层 析 进一步 提纯 ,得 到 10 个 省 化 氰 肽 段 。 这 .10 个 肽 段 的 氨基 酸 总 数 也 为 273。 然 后 将 这 些 肽 
段 进 行 顺序 测定 .测定 方法 和 测定 胰 酶 肽 段 顺 序 时 所 用 方法 相同 。 

@ H=ATAM ACME Bs. B71. Bs) 分 别 再 用 胰 酶 裂解 ,用 离子 交换 柱 层 析 分 离 , 共 得 
到 27 个 胰 酶 肽 段 。 并 测定 它们 的 氨基 酸 排列 次 序 。 

直接 用 顺序 仪 测定 羧 甲 基 化 铁 蛋 白 从 N 端 起 的 顺序 ,可 得 到 从 N 端 起 企 个 氨基 酸 的 排 
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表 5-5， 用 不 同方 法 裂解 固 氢 酶 铁 蛋白 的 情况 y 
1 2 3 g- 10 14.15 28 “28 hay a 
HIN 一 Met 一 Arg 一 Gln- 一 -一 一 -一 ys 一 Gy 一 ee 一 LySs- 一 Ser 一 .ee —Met—Gly—Lys—Thr— 
| WUE AL AN et Ee 
| Ti 个 T, 个 Ts 个 T, "iy 
| B, 个 B, 
33. Gd 40 41 45 46 54 55 ie ¥-ONE- [52 
Leas 一 Met 一 Val 一 -一 LVYS 一 Ala -一 Arg 一 Le 一 —Lys —Ser— oo 一 Arg 一 Glu 一 
| 
i 个 Ts A Ty 4 Ty 
不 B, 
t BT, $ Bap: 4 BST; t ET, 1 eel 
74°75 81 ~ 82 97 58 105. 106 
wocceuce —Lys—Glu— seasesn -onesenssseee， 一 Arg 一 Cys 一 eucapugapdonesnensepepmouas, ate Gly. Se er -— Met—Leu— eouncccossvecsces 
个 Ty 个 Tio i Ty ; \ 
Ba 49) £Boy F rh tee ado 
B.T, 个 BasT， 作 BT, t BT, 个 
134 135 137. 138 hab ta 152 153° 154 
omens -一 MIet- 一 Pro 一 和 —Arg— Glu LY Al rg ine corem rere onset Mle ne a 
+ Ti: + Tis Te et 
个 B; : 全 Bel He Fe) et 
) 个 B, | 
163 164 167 168 . 170 171. ** 175 176 i 
ie es ELys 一 Gy 一 一 工 yS 一 TYT 8 一 Ser 一 err AT 一 一 ee 
ist Ty 个 Tis t Tie 个 Alin, 
z wre ate - 
个 BT: t B,T; t BT, P : B,T; 
184 185 186 198 199 . 210 211 213 214 : 
eases 一 Arg 一 LyS 一 Val 一 ee yS 一 Gu- 一 -一 -Arg 一 Ser 一 Met 一 Val 一 ee x 
t Tis 4 bobbi 上 Tap ; 
B, + B, EET 
+ BT, 个 B,T, t B,T, a B,Tin ih) Bey 254 
216 217 221 222 238 239 242 243 244 
Me —Lys— 下 1a 一 ~ 一 … 一 一 一 一 一 Lys 一 Gln 一 人 
t Ta + Tx. 在 Tos i To 
B, . 
4 BiT， A BT; 4 BT, 人 了 BIT 朱 
260 261 O66. 2870 Aru g O71... 273, 0273 ) 
A 一 ATg 一 Le Met G [i oe eeteennnenennnaneneee_ Met Asp--Len—COOH 
t Tas | 
oe t B, A tenet ie 


B,T, ° 7 BT; 1 LEME | 


dE: 1; RSS, Bo Bk MA, BT: 先 冲 化 握 后 胰 酶 烈 解 
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列 次 序 。 

将 上 述 已 知 顺 席 的 肽 段 重 迭 , 可 得 到 整个 铁 蛋 白 一 个 亚 单位 273 个 氨基 酸 的 排列 顺序 。 

表 .5-5 列 出 不 同方 法 的 裂解 点 。 可 以 清楚 看 到 省 化 氰 和 胰 酶 裂解 的 特点 。 首 化 氰 裂解 点 是 
甲 硫 氨 酸 后 面 的 肽 键 。 膜 梅 裂解 精 氨 酸 和 赖 侵 酸 羧 基 肽 键 。 同 时 也 表现 出 两 种 方法 结合 裂解 的 
优越 性 。 

固 氨 酶 铁 蛋 白 的 氨基 酸 排 列 次 序 测 定 ， 概括 起 来 有 如 下 特点 ， @ 基本 上 只 采用 两 种 裂解 方 
法 ， 专 一 性 好 , 切 下 肽 段 整齐 ， 两 种 方法 相互 配合 ;外 肽 段 分 离 提 纯 的 比较 好 ,能 将 裂解 出 来 
的 肤 妥 全 部 提纯 ,进行 结构 测定 ,这 样 就 不 需要 导 投 更 多 的 裂解 方法 ， © 顺序 测 定 能 很 好 的 将 
手工 操作 (Edman 降解 ) 与 用 顺序 仪 自 动 分 析 结 合 起 来 使 用 。 


第 十 一 节 ”蛋白 质 一 级 结构 研究 展望 


自从 F.Sanger 创立 一 级 结构 测定 方法 以 来 , 近 些 年 来 ， 在 方法 学 上 主要 是 力图 在 自动 化 和 
做 量化 方面 取得 进展 。 由 于 与 蛋白 质 有 关 的 各 方面 的 研究 都 要 求 尽快 地 知道 蛋白 质 的 一 级 结构 ， 
所 以 测定 的 自动 化 是 首要 任务 。1967 年 Edman 降解 法 液 相 上 自动 分 析 装 置 的 问世 是 一 级 结构 研 
究 的 巨大 进步 。 此 后 为 了 弥补 液 相 法 的 缺 欠 ,又 发 展 了 固 相 自 动 分 析 装 置 。 现 在 ,二 者 并 用 对 解 
决 大 肽 的 氨基 酸 顺 序 的 能 力 大 大 提高 了 。 鉴 定 每 个 氨基 酸 残 基 所 需 的 时 间 , 包 括 PIH 氨基酸 的 
鉴定 在 内 也 只 需 二 小 时 左右 。 可 以 预料 不 久 可 能 达到 一 小 时 测定 一 个 氨基 酸 残 基 的 水 平 。 应 该 
认识 到 ,在 实际 工作 中 对 测定 的 微量 化 的 要 求 比 对 自动 化 的 要 求 更 迫切 。 比 如 测定 磷酸 化 酶 的 
841 个 氨基 酸 残 基 需 40 一 50 in. 这 样 大 量 的 样品 对 大 家 正在 热烈 讨论 的 某 些 膜 蛋白 、 激 
素 、 受 体 、 补 体 来 讲 是 很 难 筹集 的 ,一 般 只 能 得 到 微量 ,因此 急切 地 需要 实现 更 高 水 平 的 分 析 。 
比如 分 子 量 为 50,000 的 蛋白 质 ， 全 部 结构 分 析 用 50 毫克 样品 或 更 进一步 用 5 毫 克 样 品 能 完成 
全 部 分 析 是 当前 努力 的 方向 。 

另外 , X- 射 线 结构 分 析 用 于 一 级 结构 研究 之 中 也 颇 有 趣味 。 车 能 得 到 优质 的 蛋白 质 结晶 ， 
达到 2A 分 辩 率 是 不 十 分 困难 的 。 2A 的 分 辩 率 可 以 鉴定 肽 链 75% 的 氨基 酸 残 基 。 看 来 ， 对 能 
进行 和 光 结 构 分 析 的 蛋白 质 不 一 定 都 需要 以 化 学 方法 进行 整个 结构 的 测定 , 相 当 一 部 分 数据 可 
以 来 自 X- 光 结构 分 析 。 但 由 于 并 非 所 有 蛋白 质 都 能 得 到 好 的 结晶 ,所 以 X- 光 结构 分 析 法 在 一 级 
结构 分 析 中 能 发 挥 多 大 作用 还 不 好 预料 。 

GC-MS 法 (气相 色谱 -质谱 法 ) 的 发 展 很 引 人 注 意 。GC-MS 法 主要 使 用 酸 分 解 , 使 多 肽 部 
分 分 解 ,然后 把 小 肽 变 成 挥发 性 诱导 体 ,用 GC-MS 法 分 析 后 , 与 计算 机 连 接 得 出 小 肽 的 排列 顺 
序 。 目 前 40 个 残 基 的 肽 已 用 GC-MS 法 测定 了 。 另外 ， yt ae Edman 降解 法 难于 处 理 的 N 末 
端 闭锁 肽 也 有 效 , 此 法 将 来 必定 会 被 广泛 应 用 。 


第 十 二 节 蛋白质 的 一 级 结构 与 生物 进化 


生物 体内 存在 着 各 种 各 样 的 蛋白 质 ,每 种 蛋白 质 都 有 着 特定 的 一 级 结构 和 空间 结构 ,并 完成 
它 在 生物 体内 特定 的 功能 。 所 谓 结构 与 功能 的 关系 ,一 般 并 不 单 指 一 级 结构 与 功能 的 关 未 ,还 包 
插 了 立体 结构 的 效果 。 一 条 长 的 肽 链 , 若 不 是 在 三 度 空 间 中 有 一 定 的 排 布 , 按 一 定 的 方式 折 释 和 
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卷曲 的 话 ,很 难 理解 蛋白 酶 的 催化 特异 性 及 其 作用 原理 。 因 此 ,不 打算 在 这 一 节 中 谈 一 级 结 欧 与 
功能 的 关系 ,结构 与 功能 的 关系 留待 第 八 章 以 后 叙述 。 此 处 仅 就 一 级 结构 与 进化 略 加 介绍 。 
研究 生物 进化 的 经 典 方 法 是 依靠 分 类 形态。 对 微生物 来 讲 , 主 要 依靠 生理 。 对 于 古老 的 进化 
过 程 , 依 靠 古生物 的 化 石 。 这 些 化 石 是 地 球 上 的 生物 死亡 、 灭 种 多 少 万 年 亿 年 的 生物 痕迹 ,就 是 
根据 它们 的 形态 和 现在 的 种 类 相 比 较 , 看 出 生物 是 怎样 从 简单 到 复杂 , 怎样 从 原核 到 真 核 , 从 单 
细胞 到 多 细胞 ;真菌 \ 动 物 , 植 物 又 是 怎样 演化 的 等 等 。 但 这 种 研究 方法 有 一 个 很 大 的 困难 ,找到 
简单 的 生物 化 石 很 不 容易 ,微生物 的 化 石 就 更 不 易 找到 。 找 出 来 以 后 在 形态 上 进行 鉴别 和 分 类 籽 
是 一 个 难题 ,当然 要 进行 生理 上 的 分 类 更 没什么 办 法 。 因 此 ,生物 进化 较 近 期 的 知道 得 清楚 些 , 而 
远 期 的 就 比较 模糊 ,更 远 的 就 说 不 清 了 。 由 于 近代 分 子 生 物 学 的 飞速 发 展 , 人们 能 够 从 分 子 水 平 
认识 许多 生命 现象 ,这 对 生物 学 的 各 个 领域 都 有 很 大 促进 ,各 个 学 科 也 都 从 不 同 的 角度 和 分 子 生 
物 学 接触 。 生 物 进 化 的 研究 就 是 其 中 一 例 。 比 较 研 究 各 种 不 同 来 源 的 蛋白 质 一 级 结构 对 生物 进 
化 的 研究 有 很 大 帮助 .目前 已 经 对 50 几 种 不 同 来 源 的 细胞 色素 “ 进行 了 化 学 结构 的 测定 ,其 中 包 
括 状 椎 动物 、 某 些 无 脊 椎 动物 、 酵 母 和 较 高 等 的 植物 等 。 这 50 几 种 细胞 色素 “ 虽然 其 来 源 不 
同 , 但 具有 同样 的 生物 功能 : 第 一 , 所 有 细胞 色素 都 与 哺乳 动物 或 酵母 的 细胞 色素 氧化 酶 发 生 
当量 反应 。 虽 然 一 般 不 把 细胞 色素 “ 列 为 酶 类 , 但 它 也 具有 酶 的 专 一 性 特征 。 它 是 细胞 色素 氧化 


酶 的 专 一 性 还 原 酶 。 第 二 ,所 有 这 些 细 胞 色素 的 氧化 还 原 电位 都 是 +250 mV 左右 。 第 三 ,对 所  ” 


有 这 些 不 同 种 属 的 细胞 色素 “、 其 氧化 态 和 还 原 态 的 吸收 峰 相 同 。 从 这 三 点 来 看 ,在 长 期 的 进化 
过 程 中 ,细胞 色素 的 功能 和 构象 并 没有 发 生 重大 的 变化 ,不 管 是 高 等 的 哺乳 动物 的 细胞 色素 c; 
还 是 低 等 微生物 的 细胞 色素 “ 其 结构 和 功能 基本 类 同 。 如 果 从 一 级 结构 氨基 酸 排列 顺序 上 加 以 


ae 一 并 
Acetyl-Ala-Ser-Phe-Ser-Glu-Ala-Pro-Pro- SGiy- -~Asn-Pro-Asp-Ala-Gly 
Acetyl-Asp-Val-Glu-Lys- 
10 14 17 20 
~Ala-Lys-Ile-Phe-Lys-Thr-Lys-Cys-Ala-Gln-Cys-His-Thr-Val-Asp-Ala 


-Ile-Met- -Ser- -Glu-Lys- 
Heme 


-Gly-Ala-Gly-His-Lys- 2 ia pe prov aah! Leu-His-Gly-Leu-Phe-Gly-Arg 
-Gly-Lys- -Th 


50 
-Glu-Ser_-Gly-Thr-Thr-Ala-Gly-Tyr-Ser-Tyt-Beagales Ala A int yi 
ieee -Gln-Asn-Pro- -Thr- 


60 ' 
-Asn-Lys-Ala-Val-Glu-Try-Glu-Glu-Asn-Thr-Leu-Tyr-Asp-Tyr 
-Gly-Ile-Ile- -Gly -Asp- -Met-Glu- 


70 80 
-Leu-Leu-Asn-Pro-Lys-Lys-Tyr-Ile-Pro-Gly-Thr-Lys-Met-Val 
-Glu- -Ile- 


90 
-Phe-Pro-Gly-Leu-Lys-Lys-Pro-Gln-Asp-Arg-Ala-Asp-Leu-Ile 
-Val- -Tle- -Lys-Glu-Glu- 


100 104 
-Ala-Tyr-Leu-Lys-Lys-Ala-Thr-Ser-Ser COOH 
-Asn-Glu COOH 


图 5-14 小麦 细 胞 色素 (胚乳 ) 的 氨基 酸 顺 序 ( 上 ) 和 人 心细 胞 鱼 素 (下 ) 的 不 同 之 处 。 
兰 椎 动物 细胞 色素 < 没有 -1 到 -8 一 段 。 
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说 明 就 更 清楚 了 。 图 5-14 比较 了 人 心细 胞 色素 “ AVN SEE FL A AM WA c 的 氨基 酸 排列 顺序 。 
虽然 一 个 来 源 于 人 ,， 另 一 个 是 植物 ,但 两 者 的 一 级 结构 有 69 个 位 置 相同 。 如 有 果 更 多 地 比较 各 种 不 
同 来 源 的 细胞 色素 “, 也 同样 发 现 不 仅 功能 相同 ,而 且 氨 基 酸 顺序 也 大 部 分 相同 。 这 说 明细 胞 色 
素 有 一 个 共同 的 祖先 。 在 比较 各 种 不 同 来 源 的 细胞 色素 “时 还 应 注意 结构 上 的 两 个 特点 : 第 
一 ,血红 素 以 共 价 键 和 第 14 号 和 第 17 号 的 半 胱 氨 酸 残 基 相 连 ,这 一 点 对 所 有 种 属 的 有 机 体 都 一 
样 。 第 三 、 细 胞 色素 “的 N 末 端 是 乙酰 化 的 。 状 椎 动物 的 细胞 色素 上 是 103 或 104 个 氨基 酸 残 
FE, TICE HE oh . BE BE .高 等 植物 等 都 有 一 段 额外 的 N 端 肽 段 。 这 种 链 长 的 缩短 是 生物 进化 的 一 
个 结果 。 这 种 情况 也 普遍 适用 于 其 他 类 蛋白质。 看 来 ,这 额外 的 一 段 肽 对 细胞 色素 的 功能 没有 
什么 影响 * 因 此 在 生物 进化 过 程 中 去 掉 了 。 

如 果 把 各 种 不 同 来 源 的 细胞 色素 同人 的 细胞 色素 “ 相 比较 时 ,可 以 清楚 地 说 明 进 化 过 程 。 
种 属 和 大 越 接 近 ， 在 一 级 结构 上 相差 也 越 少 。 如 表 5-6 所 示 。 

从 表 5-6 可 见 ， 人 和 黑猩猩 的 细胞 色素 氨基酸 顺序 完全 一 致 ， 而 和 猴 差 了 一 个 氨基 酸 ,其 
他 哺乳 动物 与 人 的 差别 就 越 来 越 远 了 , 牛 、 猪 和 羊 与 人 差 了 10 个 ,而 小 麦 和 人 差 了 35 个 ,酵母 差 
44 个 。 这 清楚 地 说 明了 生物 进化 从 低 等 到 高 等 的 基本 规律 。 

表 5-6 SAMPMER c 相 比 较 所 差 的 氨基 酸 残 基数 目 


习 题 

1. 氨基 酸 定量 分 析 中 ,为 什么 不 用 紫外 分 光 光 度 计 直 接 测定 ， 而 要 用 曹 三 酮 显 色 ? 色 氨 酸 的 含量 为 什么 要 
用 特殊 的 方法 ? 
. Folin 试剂 显 色 , 苟 三 酮 显 色 , 双 缩 甩 反 应 本 质 上 有 什么 不 同 ? 各 有 什么 特点 ? 
. 氮 基 和 酰胺 基 有 什么 不 同 ? 测定 方法 又 有 什么 差别 ? 
。 什么 是 琉 基 ? 琉 基 有 什么 性 质 ? 玉 基 和 二 硫 桥 有 什么 关系 ? 
。 N- 末 端 测定 采用 那 种 方法 最 好 ? 为 什么 ? 
。 拆 开 肽 链 和 切断 肽 键 在 本 质 上 有 什么 不 同 ? 主要 使 用 些 什么 方法 ? 
。 肽 链 分 离 的 主要 方法 是 什么 ? 都 根据 什么 原理 ? 
。 Edman 降解 法 的 基本 原理 ， 反 应 的 主要 步骤 和 条 件 是 什么 ? 
:DNS 法 和 Edman 法 是 怎样 结合 起 来 用 于 顺序 测定 的 ?有 什么 优点 ? 


© 的” GG GI wey) COP Ba 


10. 水 解 肽 入 时 ,发 现 其 含有 等 量 的 Arg. Val, Tyr,Glu,Lys,Ala 和 Gily 蕊 种 氨基 酸 。 
， 用 胰 酶 水 解 肽 和 A 时 ,得 到 如 下 物质 ,Arg、Ala 一 Lys 和 含有 Glu,Gly,Tyr,Val 的 肽 B 。 用 胰 凝 乳 重 和 白 酶 


人 B ,产生 两 个 二 肽 :Val 一 Tyr 和 Glu—Gly, 


b. 肽 A 用 羧 肽 酶 短 时 间 处 理 产生 游离 Gly 是 第 一 个 可 鉴定 的 氨基 酸 。 
c. 肽 A 用 FEDNB 法 分 析 N 端 氨基 酸 产生 出 DNP 一 Ala。 
lal: TAK A BY SE RHE Pl oe PE A? 
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第 六 章 ”有 蛋 日 质 的 化 学 合成 ， 


最 早 实践 人 工 合成 肽 类 物质 的 是 E. Fischer >。 早 在 本 世纪 初 ,他 就 想 从 氨基 酸 出 发 以 有 
机 合成 的 方式 合成 生理 活性 物质 。 但 是 当时 所 使 用 的 氨基 保护 基 团 是 乙酰 基 , 葵 甲 酰基 等 ,在 去 
除 这 些 保护 基 团 的 同时 , 肽 链 本 身 也 发 生 断 裂 。 因 此 ,要 想 顺 利 地 合成 多 肽 ,必须 首先 解决 合适 
的 保护 基 团 问题 。1932 年 M. Bergman 和 工 .Zervac2 首 先 使 用 了 葵 甲 氧 关 酰基 (CeHs 一 CH: 一 
0 一 CO 一 ,Z) 保 护 氨基 ,此 基 团 可 在 温和 条 件 下 除去 。 利 用 这 个 保护 基 团 合成 了 许多 合成 底 物 ， 
这 对 痢 明 蛋白 水 解 酶 ,如 胰 酶 、 胰 凝 乳 蛋白 酶 等 的 特异 性 起 了 决定 性 作用 。 因 此 ,可 以 说 己基 团 
的 出 现代 表 了 肽 的 合成 化 学 的 第 一 个 发 展 时 期 。 

五 十 年 代 初期 ,Th，Wielaud 等 人 先后 报导 了 羧基 的 活化 方法 : 活化 酯 法 和 混合 酸 本 法， 
使 肽 的 合成 化 学 进入 了 一 个 大 发 展 时 期 。 1953 年 du Vigneau 合成 了 催产 素 ":。1963 年 R. 
Schwyzer 合成 了 ACTH。 在 1965 年 中 国 科 学 家 在 世界 上 首先 合成 了 牛 膜 岛 素 -  :。 从 结晶 形 
状 ,活力 以 及 其 他 各 项 指标 来 看 ， 确证 合成 的 是 天 然 牛 胰岛 素 , 从 而 使 得 肽 的 合成 化 学 发 展 到 又 
一 个 新 的 阶段 。 美 国 和 西 德 的 两 个 研究 组 也 在 此 后 不 久 发 表 了 和 牛 和 羊 的 胰岛 素 合成 结果 …。 
在 这 段 时 期 内 ,合成 的 多 肽 激素 达 百 余 种 , 在 保护 基 团 的 使 用 上 ， 形成 肽 键 的 方法 上 也 都 积累 了 
不 少 经 验 。 上 述 合成 结果 都 是 在 有 机 溶剂 中 所 进行 的 均 相 反应 ， 因 此 叫 作 液 相合 成 法 。 目 前 可 
以 说 , 液 相合 成 法 在 合成 分 子 量 不 太 大 的 多 肽 时 , 是 比较 成 功 的, 但 是 当 人 们 试图 合成 更 大 的 蛋 
白质 时 ,虽然 也 可 以 合成 到 底 ,但 产物 既 不 能 表现 全 部 活力 ,也 不 能 结晶 ,因此 都 不 能 算 作 最 后 完 
成 合成 工作 。 我 们 把 这 一 段 看 成 第 二 个 发 展 时 期 。 . 

另外 ,六 十 年 代 初 期 蛋白 质 生物 合成 机 制 已 经 基本 清楚 ,反应 是 在 溶液 相 和 固 相 之 间 进 行 
的 。 可 能 是 在 这 个 科学 成 果 的 启发 下 ,R.B， Merrifield 在 1962 年 建立 了 固 相合 成 的 新 方法 "”。 
此 法 简单 快速。 使 人 们 看 到 了 以 简便 的 方法 合成 大 的 蛋白 质 的 可 能 性 。 固 相合 成 法 曾 一 度 吸引 
了 人 们 极 大 的 注意 , 也 出 现 了 不 少 固 相 合成 多 肽 和 蛋白 质 方面 的 报导 ,如 牛 胰岛 素 ,124 肽 的 核糖 
核酸 酶 "… 等 结果 。 其 中 小 肽 的 合成 是 很 成 功 的 ,但 对 大 的 蛋白 酶 的 合成 由 于 无 法 保证 其 纯度 ,都 
未 能 达到 天 然 物 质 的 全 活力 ， 如 牛 胰 核 糖 核酸 酶 只 达 天 然 活力 的 7 8% 。 在 因 相 合成 法 发 展 的 同 
时 , 液 相 法 也 一 直 试图 突破 一 百 肽 以 上 的 大 关 ， 昌 然 困 难 很 大 , 最 近 也 取得 了 很 好 的 结果 。 昌 本 
矢 岛 治 明 等 人 报导 了 124 个 氨基 酸 组 成 的 牛 胰 核糖 核酸 酶 液 相合 成 结果 - ,活力 指标 以 及 其 他 
指标 都 达到 天 然 RNA 酶 水 平 。 基 于 土 述 , 我 们 把 试图 合成 大 的 蛋白 质 以 及 建立 快速 简便 的 合 
成 方法 看 成 是 肽 的 合成 化 学 第 三 阶段 的 特征 。 


第 一 节 ” 液 相 合成 法 的 基本 原理 


合成 多 肽 的 原理 并 不 复杂 大 体 士 可 以 分 为 三 个 步 又 ， 
中 毛 基 和 羧基 以 及 侧 链 基 团 的 保护 ， 
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R， R, 
| | 
Z—NH—CH—COOH + H,N—CH—COOR 


Q 羧基 的 活化 和 形成 酰胺 键 缩合 反应 ; 
yi 
Z—NH—CH—CONH—CH—COOR 
重复 上 面 反 应 ， 
es 
Z—NH—CH—COg¢-:- -Ser+++Thr- + »His}—NH—CH—COOR 

@ 脱 除 保护 基 团 得 到 最 终 产 物 多 肽 。 

一 、 基 团 的 保护 

为 了 缩合 反应 能 定向 进行 ， 羧 基 活 化 的 氨基 酸 N"- 氟 基 要 进行 保护 。 最 党 使 用 的 是 叔 本 氧 
P&M Je (BOC) AA AME (Z), Z 基 轩 的 使 用 方式 如 下 : 


R 


| OH ” 
CcH1.CHOH + COCl,—>C4H,CH,0—COCI + HN—CH—COOH #70 2NaOH | 


R 
| | 
C,H,CH,O—CO—NH—CH— COO®Na® ““47—_NH—CH—COOH 
或 者 
C,H,CH,OH + COC1,—>C;H,CH,O—COCI “"SC;H;CH,O—COOR’ + 
) R R | 


| | 
H,N—CH—COOH —>Z—NH—CH—COOH 
Ch 8 HOP 101 Cl 
/ \ | 
R' = 一 《> 一 NO， dy 2 geo —cl ~¢  \-crg 
I mA Fat 
d a Cl Cl 


Z 3£ 5) AFA H,/Pd, Na 一 液 NHs,HBr/HAc #: BR, MT APRH (Boc) 在 液 相 合成 中 也 广泛 
使 用 。 由 于 Boc 与 Z 对 酸 的 稳定 性 不 同 , 可 以 选择 性 的 除去 。 比 如 : 在 室温 以 三 氟 乙 酸 (TEA) 处 
理 30 一 60 分 钟 ， 可 以 除去 Boc， 而 Z 基 团 基 本 上 不 发 生变 化 。 


R R 


| | OH 
HCl-H,N—CH—COOR’ + COCI,—> OCN—CH—COOR’ > 


R 
| 
(CHs)sCO 一 CO 一 NH 一 CH 一 COOR/ 
(t-BuOH mT 7) 


或 者 ， 


ee 


-BuOH NH,NH, 
C,H,O—COCI_——->»C,H,O—COOCMe; (Me),C--O—CO—NHNH, 
| | 
HNO, H,N—CH—COOH 


| 
——>Me;C—O — CON;,—-_————>> Boc 一 NH 一 CH 一 COOH 
PREZ SEAN Boc 基 而 外 ,还 有 些 保 护 基 也 各 有 其 特点 ,如 ; Z(OMe) 或 PMZ 基 (CHsO 一 《 


IN 
Ch | Bpoc 基 
NNO, 
CH; O 
CD 


羧基 的 保护 基 种 类 比较 少 ,一 般 以 盐 或 酯 的 形式 加 以 保护 。 盐 是 对 羧基 的 临时 性 保护 ,常用 

的 有 钾 盐 、 钠 盐 . 三 乙 胺 盐 , 三 丁 胺 盐 等 。 酯 类 有 甲 酯 (OMe)、 乙 酯 (OEt)、 洒 酯 (OBzl) ART As 

《0Bu5) 。 以 皂 化 法 可 以 除去 甲 酯 和 乙 酯 ， 但 易 造成 消 旋 和 肽 键 的 断裂。 革 酯 可 用 H/Pd, Na- 

液 NHs 法 除去 ,在 HBr/HAc 中 长 时 间 处 理 可 以 除去 , 但 在 15~30 分 钟 时 可 BRAG Ze, 而 下 酯 不 

动 。 权 丁 酯 是 近年 来 采用 较 多 的 保护 羧基 的 办 法 ,可 用 酸 在 温和 条 件 下 去 除 , 不 易 产 生 消 旋 , 在 
处 理 大 肽 时 往往 采用 叔 丁 酯 保护 羧基 。 

R 


CH,0—CO—) ; Aoc J#£ (CH,CH,C(CH;),—O—CO—) ; Nps 基 


CH, R 
CH,CHE +H,SO, 


| 
H,N—CH—COOH - —+H,N—CH—COOBu' 


CH,COOC(CH,),+ it RMEt Mn * 
fn CHROO GCE) tL, .- 个 re 


R ; CH 


cH-cHS R 


* +. H,SO, 


| 
2 —Z—NH—CH—COOBu' 
小 


| 
Z—NH—CH—COOH 一 一 一 一 -一 一 一 一 
| (CH,) ;COH + (CBR 


组 成 蛋白 质 的 氨基 酸 中 有 一 半 以 上 是 带 有 侧 链 功 能 团 的 氨基 酸 , 为 了 避免 产生 副 反 应 ,往往 
对 一 些 活泼 的 侧 链 基 团 加 以 保护 ,如 Glu, Asp yy, B—COOH ;Ser, Thr 的 侧 链 羟基 ;His 的 咪唑 
基 ;: 还 有 必须 把 保护 基 一 直 保持 到 合成 最 后 的 Lys 的 上 一 NH2、Cys 的 SH 基 。 

首先 ,保护 Lys 的 E 一 NH* 是 极 重 要 的 ,如 果 上 一 NH* 的 保护 基 团 过 早 的 脱落 ， 就 会 发 生 严重 
的 分 枝 反应 。 因 此 ,希望 在 脱 除 N “一 NH?* 保 护 基 时 不 要 影响 《一 NHs: 的 保护 基 团 。 ih 用 的 有 Z 


基 [Z(2 一 CD)、.Z(2,4Cl).Z(3,4Cb)] 和 Tos(CH: 一 人 ， Y—SO;z),Tos 在 Na 一 液 NHs 中 去 


除 ,在 催化 气 化 和 HBr/HAc 除 乙 时 ,Tos 不 脱落 。 另 一 个 值得 注意 的 是 半 胱 氨 酸 的 SH HE, 这 个 
| 基 团 很 容易 氧化 ,因此 ,在 合成 过 程 中 需要 保护 ,常用 的 基 团 有 Bzl (一 0 一 葵 基 )、MBzl( 对 甲 氧 
RAE) 、Trt( 三 茶 甲 基 ) ,以 及 Acm( 乙 酰胺 甲 基 一 S 一 CHNHCOCHs) 等 。S 一 茶 基 半 胱 氨 酸 在 以 

| Na 一 液 NHs 处 理 时 往往 有 副 肥 应 发 生 , AIS — "RE bE BE, Cys(MBz1) Xt AR TER, DR AS HF 在 0°C 
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单 小 时 内 可 除去 。 除 上 述 < 一 NH: 和 Cys 的 SH 基 而 外 ,其 他 一 些 常见 的 氨基 栈 侧 链 保护 基 团 简 
列 如 下 :Ser(Bzl)(O 一 葵 基 丝氨酸 ) Ser (Bz1)(O—AL T JE 24 AAR) s Thr(Bzl) (O 一 某 基 苏 氨 酸 )， 
Tyr(Bzl) (一 9 一 革 基 栈 氨 酸 );*Arg(NO?)(N“ 一 硝 基 精 氨 酸 ),Arg (Tos)(N“ 一 对 FAME 
酸 );His(Tos) .His(Z) His(Bzl) ;Glu(OMe) ,Glu(OBz1) ,Glu(OBu') ;Asp(OBzl) 等 。 

二 、 酰 胺 键 形成 的 缩合 反应 


为 使 两 个 氨基 酸 定向 形成 酰胺 键 ,或 者 使 一 个 氨基 酸 的 氨基 活化 ,或 者 使 另 一 个 氨基 酸 的 次 


基 活 化 。 因 活化 氛 基 的 反应 激烈 ,而 且 常 党 产生 消 旋 化 , 所 以 , 总 是 采用 羧基 活化 的 办 法 。 也 就 
是 说 ,合成 肽 的 常规 方法 是 从 C 一 端 向 N 一 端 进行 。 肽 的 合成 法 可 分 为 阶梯 伸 长 法 (step wise 
elongation) 和 片断 缩合 法 (fragment condensation )。 所 谓 阶 梯 伸 长 法 是 将 带 有 R 一 0 一 CO 一 型 
保护 基 ( 如 Z Boo 等 ) 的 氨基 酸 (不 是 鸣 ) 的 羧基 活化 ,从 肽 的 C-- 端 开始 登 次 接 上 一 个 氨基 酸 , 逐 


步 递 增 的 办 法 。 这 是 合成 比较 小 的 肽 或 肽 段 时 常常 采用 的 方法 。 片 段 缩合 法 是 由 小 肽 缩合 成 大 


肽 时 的 方法 ， 为 了 避免 消 旋 沼 采 用 县 气 法 接 肽 。 

@ 阶梯 伸 长 法 。 党 用 于 活化 浆 基 的 办 法 是 混合 酸 酥 法 和 活化 酯 法 。DCC 法 (N,N 二 环 已 
基 碳 二 亚 胺 ) 实 际 上 是 酸 酝 法 ,此 法 得 到 广泛 应 用 。 在 低温 旦 有 权 胺 的 存在 下 , 一 个 氨基 被 保护 
的 氨基 酸 与 所 甲酸 乙 酯 作用 (也 可 以 用 异 丁 酯 等 ) 生 成 混合 酸 本 ,此 酸 本 能 与 另 一 氛 基 酸 酯 (或 小 
ik) ae Se 


CI—COOC,H; 
rs 


Z—NH—CR,H—COOH Z—NH—CR,H 
O O | | f° 
| | 可 
ZNH=CRiH 一 C 一 NH 一 CR"H 一 C 一 0OC2Hi NR, 
+C]- KS Ter aT fe 
+ CO, +C,H;OH +.NHR;*Cl HCl-H,N—CR,H—COOC,H, “2 5 \ o 


碳 二 亚 胺 活化 羧基 反应 也 是 形成 酸 酝 ， 


R,COOH + ¢ Seno NS 4 >< S—N=C —=NH-< > 
| 
O 


R,—C=0 
ReYicit” 
6 
Gg NON ee (R,CO),0 : 
a. ate >—NH—CO—NH-C > 
(R,CO),0-*-3R, -CO—NH—R, 


使 用 碳 二 亚 胺 试剂 时 ,首先 使 N- 端 保护 的 氨基 酸 同 DCC J BTA RD ae (20-4) Bh) 加 六 另 
一 氨基 酸 ,- 缩 合成 肽 ， 
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另 一 常用 的 方法 是 活化 酯 法 。 带 有 N® FRAP 2h BET ES A, § E-S  — ER 
酯 的 氨基 缩合 成 肽 ; 


Z—Leu—OC,H «NO, 
H—gly—OMe——_*- -_ > Z—Leu— gly OMe 


@ 片段 缩合 法 。 由 小 肽 合成 大 肽 时 常常 采用 县 扼 法 ,一 般 说 来 ， 倒 所 法 有 较 好 的 光学 纯度 
(AFB) 


NH,NH, 


Z—NH—CR,H—COOCH,;,———_>Z— NH—CR,H—CONH—NH, 


HNO, NH,CR,H—COOCH, 
——>Z—NH—CR,H— CON, 


Z—NH—CR,HCONHCR,H—COOCH; 

由 小 肽 接 成 大 肽 时 ,为 了 保证 光学 纯度 ,尽量 利用 Gly、pro 4} Be, FE 42 Fill FAI A Pe EAB C-FE 
端 接 肽 。 在 片段 缩合 法 中 也 常常 使 用 活化 酯 法 和 酸 酬 法， 在 反应 时 往往 采取 一 些 办 法 抑制 消 旋 

三 、 胰 岛 素 的 液 相合 成 

为 了 制定 胰岛 素 的 合成 方案 ,首先 要 研究 胰岛 素 的 拆 合 问题 ,也 就 是 用 化 学 方法 将 天 然 膜 岛 
素 拆 开 成 A 链 和 B 链 ,打开 二 硫 桥 ,然后 用 适当 的 办 法 使 A 和 了 B 链 的 二 人 i Sit 
ASRRB RD 

中 天 然 牛 胰岛 素 人 和 3 链 拆 开 后 的 重合 成 及 合成 方案 的 确立 。 由 于 二 硫 桥 拆 开 以 后 ,再 重 


”新 氧化 就 可 能 产生 很 多 种 异 构 体 ,如 表 6=1 AN, A ALB, 结合 方式 就 有 12 种 异 构 体 ， 形 成 正 


确 的 胰岛 素 分 子 结构 的 可 能 性 在 5%% 以 下 ,而 且 不 仅仅 是 AiBi 结合 , 按 道理 ,A 链 和 B 链 可 以 采 
取信 ,Bu 形式 ,其 中 mn flm 可 等 于 零 或 任 何 正 整 数 。 这 样 ， 异 构 体 的 数目 就 很 多 了 ， 其 中 正确 
的 胰岛 素 结构 的 比例 就 非常 微小 了 。 如 果 天 然 胰岛 素 拆 开 以 后 , 重新 氧化 的 结果 真是 如 此 的 话 ， 


就 不 能 走 先 合成 A 链 和 B 链 ,然后 再 把 两 个 链 氧 化 结合 的 道路 ,需要 “IT 字形 接 肽 ,或 其 他 定位 


连接 琶 基 的 办 法 。 但 哪 种 方式 都 不 如 分 别 合成 A 链 和 B 链 ,然后 氧化 接 上 二 硫 桥 方 式 简 单 。 所 以 
研究 胰岛 素 拆 合 工作 是 一 个 非常 关键 性 的 工作 。 它 与 确定 合成 路 线 有 关 。 
我 国 科学 工作 者 在 1959 年 中 初步 解决 了 这 个 问题 。 以 后 经 过 儿 次 拆 合 条 件 的 改进 ,活力 可 达 天 
然 胰 岛 素 的 50% 左 右 。 此 重 氧化 产物 经 抽 提 之 后 溶 于 少量 含 乙酸 锌 和 丙酮 的 柠檬 酸 水 溶液 中 ， 
经 一 定 处 理 后 ,在 0"C 下 结晶 ,其 晶体 形状 为 正 立方 体 ， 与 天 然 胰岛 素 晶 体形 状 相同 。 其 他 方面 
的 鉴定 也 确证 重新 氧化 后 的 产物 就 是 正常 的 牛 胰岛 素 。 有 了 这 样 的 基础 研究 之 后 ， 采用 A 链 和 
B 链 分 别 合成 的 方案 村 有 了 保证 。 

@) A 链 和 B 链 合成 简况 

我 国 从 1959 年 和 1960 年 分 别 开 始 进行 侍 和 牛 胰 岛 素 A 链 肽 段 的 合成 工作 。 在 A 链 合成 之 
后 与 天 然 B 链 组 合 , 得 到 了 半 合 成 的 粗 产 品 。 经 过 纯化 获得 了 结晶 ,其 结晶 形状 及 用 小 白鼠 惊 所 
法 测定 的 生物 活力 , 均 与 天 然 的 结晶 牛 胰岛 素 相 同 。A 链 合成 采取 下 列 途 径 ， 先 分 别 得 到 N- 端 
九 肽 酰 肝 和 羧 端 十 二 肽 ,然后 把 十 二 肽 N- 端 保护 基 脱 除 ， 与 元 肽 以 选 所 法 缩合 成 带 保护 基 的 A 
链 。 如 图 6-1 所 未。 
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表 6-1 二 硫 键 氧化 接合 的 可 能 性 


二 硫 键 连接 方式 


有 关 也 链 肽 段 的 合成 从 1961 年 起 就 陆续 报导 ，1964 年 发 表 了 胰岛 素 B 链 衍生 物 的 合成 结 
采 。 将 此 物 以 Na- 液 NHs 处 理 , 并 转变 为 磺 酸 衍生 物 , 经 过 改进 后 ,化 学 合成 的 三 十 肽 S- 磺 酸 衍生 
物 与 天 然 A 链 S- 磺 酸 衍生 物 组 合 后 表现 出 5 一 10% 胰 岛 素 活 力 ， 经 过 抽 提 后 , 比 活 力 大 大 提高 ， 
在 锌 离子 的 存在 下 ,于 丙酮 的 柠檬 酸 缓 冲 液 中 获得 结晶 ， 其 晶体 形状 ,活力 水 平 以 及 电泳 图 谱 均 
与 天 然 胰岛 素 一 致 。B 链 的 合成 采用 8+ 22 的 途径 。 如 图 6-2 所 示 。 为 了 避免 大 肽 连接 时 发 生 
消 旋 ,特意 在 Be\Bzo、Bzs 的 甘氨酸 处 分 段 ,合成 了 以 甘 氛 酸 为 羧 端 的 肽 段 ，Bi-s、Bir-zo、Bi7-25、 
B2:-2s。 在 不 得 不 用 其 他 氨基 酸 为 末端 时 , 便 充 分 用 友 氮 法 ,或 以 活化 酯 法 从 N- 端 递增 的 阶梯 伸 
长 法 以 保证 光学 纯度 。 

@ 胰岛 素 的 全 合成 。 在 合成 A 链 和 了 B 链 的 基础 上 , 于 1964 年 得 到 了 具有 生物 活力 的 全 合 
成 产物 。 又 经 几 次 改进 ,终于 在 1965 年 9 月 得 到 了 化 学 合成 的 结晶 牛 胰岛 素 ， 实 现 了 人 类 百年 
来 的 宿 愿 。 牛 胰岛 素 全 合成 步骤 如 图 6-3 所 示 。 人 工 合成 的 带 保护 基 的 二 十 一 肽 和 三 十 肽 的 衍 
生物 分 别 以 Na- 液 NHs 处 理 后 ,以 四 硫 硫 酸 钠 和 亚硫酸钠 进行 S- 磺 酸化 ,经 过 初步 提纯 后 得 到 
二 十 一 肽 和 三 十 肽 的 SSO5 街 生物， 按 1.2:1.0 分 子 比 混合 ,以 当量 的 琉 基 乙酸 还 原 ， 然 后 在 空 
气 中 氧化 ,其 产物 用 小 白鼠 惊厥 法 则 定 活 力 , 是 天 然 胰 岛 素 的 1.2 一 2.5% ,此 粗 产品 经 酸性 仲 于 
醇 提 纯 两 次 ,可 使 全 合成 产物 提高 到 50% 的 纯度 。 用 这 个 产物 在 含 锌 离子 丙酮 的 柠檬 酸 缓冲 液 
中 结晶 ,其 结晶 与 天 然 胰岛 素 一 致 ,经 小 白鼠 惊厥 法 和 免 血 糖 法 测 活力 ,并 经 电泳 , 层 析 性 质 以 及 
免疫 学 性 质 多 方面 鉴定 ,都 证 明 与 天 然 物 无 异 。 
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S 
图 6-3 合成 的 A 链 和 了 链 组 合 形成 膜 岛 素 

Do, RNA 酶 的 液 相合 成 

在 1969 年 已 有 两 个 研究 组 报导 了 具有 部 分 活力 的 RNA 酶 的 合成 。1971 年 Gutte 和 Mer- 
rifield 以 自动 固 相合 成 法 得 到 了 具有 78% 活力 的 RNA 酶 ,还 有 其 他 人 作 了 S- 蛋 白 的 合成 以 及 
与 天 然 S- 肽 结合 方面 的 工作 ， 但 一 直 未 得 到 具有 天 然 活力 的 RNAM, 1979 年 日 本 矢 岛 治 明 等 
人 报导 了 以 液 相合 成 法 得 到 天 然 活 力 的 RNA 酶 的 研究 成 果 。 合 成 是 以 通常 的 方式 进行 。 以 甲 基 
磺 酸 (CHsSOsH) 作为 去 保护 基 团 试剂 ,因此 在 合成 的 最 后 一 步 是 带 有 如 下 保护 基 团 的 氨基 酸 衍 
He, Arg(MBS) (FURIE BRRESE BN —SO.—¢  SY—OCHs) ;Lys(Z);Cys(MBzl) ;Glu(O- 


Bil), HAREM ABIL, RUE RIEA me RNA MSE), RT RPE 
团 之 后 的 多 肽 以 2-3HIE CAG ZE pH 8.6 还 原 , 然 后 空气 氧化 形成 四 对 二 硫 桥 ,得 到 RNA BOL 
此 粗 品 在 葡 聚 糖 凝 胶 G-75 分 离 后 , 具有 9 一 12% 的 活力 (对 酵母 RNA)。 然后 以 亲 和 层 析 分 
离 , 活 力 达 74 一 82% ,再 以 CM- 纤 维 素 离子 交换 层 析 ,得 到 了 天 然 活 力 的 化 学 合成 RNA 酶 。 在 
pH4 3 以 圆 盘 电泳 鉴定 和 氨基 酸 分 析 结 果 都 与 天 然 酶 吻合 。 


第 二 节 ” 固 相合 成 法 的 基本 原理 
固 相 合成 法 是 1962 年 美国 学 者 Merrifield 创立 的 。 这 是 以 不 溶性 高 聚 物 为 载体 , 尽 可 能 以 统 
一 的 自动 化 的 方法 在 短 时 间 内 合成 肽 的 一 种 方法 。 在 Merrifield 的 方法 中 ,把 要 合成 的 肘 的 C- 
Sit SX EWR) N- 端 加 以 保护 (BOC- 氨 基 酸 ), 其 羧基 通过 酯 键 连 于 固 相 载体 ( 交 联 的 聚 茜 乙烯- 二 乙 ， 
烽 储 ) 上 ;然后 脱 除 保护 基 , 师 次 向 N- 端 方向 每 次 缩合 一 个 N- 端 保护 (BOC)C- 端 活化 的 氨基 酸 。 
“在 反应 中 使 用 过 璋 的 BOC- 所 基 酸 和 其 他 试剂 以 求 增加 产 率 。 因为 挂 于 固 相 载体 的 肽 是 不 洲 
的 ,可 以 用 简章 的 洗涤 方式 除去 过 剩 的 试剂 ,而且 不 需要 溶解 中 间 你 ,所 以 也 就 没有 选择 溶剂 、 精 
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制 中 间 物 等 麻烦 问题 了 。 从 固 相合 成 的 程序 本 身 来 看 ,只 要 把 C- 末 端的 挂 在 固 相 载体 上 ,然后 
问 N- 端 方向 一 个 个 顺序 装配 ,最 后 从 固体 上 断 下 合成 的 多 肽 ,溶解 ,提纯 之 后 就 可 以 得 到 所 需要 
的 产品 。 但 此 法 也 存在 着 一 个 很 难以 解决 的 问题 ， 这 就 是 合成 的 纯度 问题 。 如 果 把 每 接 上 一 个 
氨基 酸 叫 作 一 个 循环 的话, 每 一 循环 "都 要 经 过 几 个 手续 : 脱 除 保护 基 , 中 和 ( 脱 质子 ) ,形成 肽 
键 缩合 反应 ;洗涤 和 过 滤 。 当 然 , 主 要 是 两 步 , 一 是 脱 太 端 保护 基 , 二 是 缩合 反应 。 若 合成 百 肽 的 
话 , 需 几 百 步 手 续 , 这 就 要 求 每 一 步 产 率 特别 高 。 但 是 , 即使 每 一 步 收 率 为 99.92% 的 话 , 也 还 有 
0.1% 的 付 产 物 。 由 于 保护 基 的 部 分 脱落 ,树脂 和 肽 之 间 共 价 键 的 部 分 断裂 等 多 种 原因 ,导致 肽 
的 流失 和 分 枝 肽 和 六 种 错误 结构 的 “ 缺 欠 型 ”分子 的 出 现 ,反应 百 步 以 后 ,就 积 款 了 大 量 的 结构 类 
似 的 缺 欠 型 分 子 。 这 些 分 子 与 具有 正确 结构 的 肽 的 分 离 是 极端 困难 的 事情 。 因 此 ， 固 相合 成 法 
虽然 比 液 相 法 简单 ,快速 , 但 在 纯度 上 不 如 液 相 法 ， 合 成 15 一 20 肽 还 是 相当 不 错 的 ,再 大 的 话 ， 
就 很 难得 到 纯 品 了 。 固 相合 成 法 的 原理 如 图 6-4 所 示 。 
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图 6-41 Merrified 固 相合 成 法 原理 图 6-5 液 相 法 和 因 相 法 合成 肽 难 易 的 比较 


此 外 ,该 法 还 存在 着 一 个 与 固 相 载 体 有 关 的 问题 。 载 体 是 三 度 交 联 的 高 聚 物 , 树 脂 的 批号 一 
挛 , 其 结果 不 易 重 复 。 在 合成 小 肽 时 这 个 问题 还 不 大 ,稍稍 大 一 些 的 肽 的 合成 常常 发 生 两 次 合成 
结果 不 能 重复 的 现象 ， 从 上 可 见 , 固 相合 成 法 一 方面 有 着 非常 诱 人 的 优点 ,但 也 存在 着 纯度 不 高 
WRF. 如 有 把 纯度 降低 的 话 ， 比如 70% , 则 以 固 相合 成 法 合成 长 的 肽 链 比 液 相 法 容易 得 
多 ,如 果 要 求 合成 产品 具有 天 然 物 一 样 活力 时 ， iat a GSO A 50 ik. [tH 
法 则 只 能 是 .20 肽 左右 。 两 种 方法 的 比较 可 参考 图 6-5, 

目前 ,使 用 得 最 广泛 的 方法 还 是 N- 端 递增 方式 ， 即 将 N* 端 以 BOC 保护 ， 其 羧 端 以 共 价 键 
形式 连 于 固 相 载体 上 ,连接 方式 视 固 相 载体 的 活化 基 团 而 定 。 如 果树 脂 的 活化 基 团 是 凑 基 , 则 以 
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酯 键 相连 。BOC 氨基 酸 连 到 载体 上 后 ,以 盐酸 或 其 他 系统 脱 去 BOC ,再 以 三 乙 胶 为 中 和 剂 ,游离 
出 氨基 ;再 与 另 一 个 BOC 保护 的 氨基 酸 以 DCC 法 或 活化 酯 法 活化 次 基 ,在 有 机 溶剂 中 进行 非 均 
相 缩合 反应 , 依 此 类 推 , 形 成 大 肽 。 由 于 大 肽 反应 步骤 太 多 ,影响 产 率 , 针 对 这 个 问题 有 时 采用 片 
段 缩合 法 ,以 减少 在 固 相 上 的 缩合 次 数 ， 如 图 6-6 所 示 。 这 对 改 咨 大 驮 的 合成 纯度 很 有 好 处 。 
1963 年 R. L. Letsingger 和 M. J. Kornetcll 提出 了 一 个 与 上 述 不 同 的 合成 路 线 ， 即 从 C 
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图 6-6 以 片段 缩合 法 从 N 端 伸 长 肽 的 固 相 合成 法 
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图 6-7 双向 合成 法 在 固 相 载体 上 的 环 化 
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| 端 递增 方式 。 把 氨基 酸 的 N 端 以 共 价 键 连 于 固 相 载 体 上 ,;! 并 活化 其 羧基 与 下 一 个 氨基 酸 的 氨基 
缩合 。 为 了 减少 消 旋 稍 常 使 用 消 旋 抑 制 添加 物 。 
第 三 种 合成 方式 是 把 侧 链 功能 团 连 于 固 相 载体 的 办 法 后 富 55。 这 种 办 法 既 可 以 双 向 伸 
长 肽 链 , 闻 时 又 有 利于 肽 的 环 化 ,尤其 有 利于 二 硫 桥 的 连接 。 如 图 6-7 所 示 。 
1972 44. J. D. Glass,R， Walter #0 J. L. Schwartz 采用 二 硝 基 茶 基 为 桥 把 组 氮 酸 的 咪唑 基 | 
连 于 固 相 载体 ,此 法 既 可 以 双向 合成 ,同时 又 可 在 温和 条 件 下 从 载体 上 裂 下 肽 段 。 | 
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以 胰岛 素 为 例 说 明 液 相合 成 法 的 基本 原理 。 

; 试 述 肽 的 固 相合 成 法 的 基本 原理 。 

.比较 波 相 和 国 相 合成 法 的 优 缺 点 。 

. 试 述 蛋白 质 的 化 学 合成 的 理论 意义 和 实际 价值 。 
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第 七 章 ” 蛋 白质 的 化 学 修饰 


从 广义 上 说 , 凡 涉 及 共 价 或 部 分 共 价 键 的 形成 或 破坏 的 转变 都 可 看 作 是 蛋白 质 的 化 学 修饰 。 
因此 ,化 学 修饰 的 内 容 也 应 当 包括 质子 转移 、 氨 同位 素 交换 .金属 丈 合 , 酶 - 底 物 结 含 以 及 BUBBA 
等 。 但 本 章 不 涉及 这 些 内 容 , 只 涉及 通常 卷 虑 的 较 窄 的 化 学 修饰 领域 一 -选择 性 化 学 修饰 , 它 是 
虽 在 较 温 和 的 条 件 下 ,以 可 控制 的 方式 使 一 种 蛋白 质 同 某 些 化 学 试剂 起 特异 反应 ， 以 引 起 单个 
氨基 酸 残 基 或 其 功能 基 发 生 共 价 的 化 学 改变 。 选择 性 化 学 修饰 的 优点 在 于 ， 单 个 修饰 的 实验 条 
件 远 较 多 个 修饰 易于 控制 ， 实 验 结果 也 较 易 解释 。 

选择 性 化 学 修饰 的 关键 问题 是 ， 设 计 和 饰 选 出 某 些 使 单独 一 类 氨基 酸 残 基 或 其 功能 基 发 生 
有 效 修 饰 的 特异 性 试剂 , 即 选择 性 化 学 修饰 剂 〈 也 叫 基 团 选择 性 试剂 )。 现 在 已 发 展 了 许多 根据 
颜色 , 董 光 或 放射 性 对 肽 类 进行 追踪 的 有 效 试 剂 ,对 酶 的 催化 部 位 或 结合 部 位 特异 性 很 高 的 试剂 
也 相继 出 现 ， 这 些 精巧 而 选择 性 很 强 的 试剂 能 引起 蛋白 质 分 子 中 最 少数 、 甚 至 章 不 基 团 的 修饰 ， 
因而 使 选择 性 化 学 修饰 的 应 用 范围 日 益 扩 大 。 

必须 指出 ,对 化 学 修饰 结果 的 解释 是 不 易 的 ,必须 注意 以 下 几 点 复杂 性 ， 一 是 对 一 定 类 型 的 
功能 基 很 少 有 绝对 特异 的 修饰 剂 。 化 学 修饰 以 后 ,蛋白 质 的 结构 总 要 有 或 天 或 小 的 改变 。 能 对 
氨基 酸 和 小 次 进行 定量 测定 的 试剂 不 二 定 适 用 于 蛋白 质 ， 就 是 说 ， 被 同一 种 试剂 修饰 的 氨基 酸 
残 基 ， 会 因 其 存在 状态 不 同 而 出 现 反 应 差异 ;二 是 设计 能 对 酶 的 催化 部 位 , 底 物 结合 部 位 起 作用 
的 修饰 剂 常常 是 非常 困难 的 ,有 时 是 不 可 能 的 。 能 修饰 同类 氨基 酸 的 试剂 ;其 本 身 的 反应 性 也 有 
不 同 。 修 饰 的 结果 要 受 不 同类 型 实验 的 影响 ;三 是 在 了 解 修饰 剂 与 酶 失 活 的 关系 上 , 除 应 注意 其 
活性 部 位 残 基 的 直接 修饰 外 ,还 必须 考虑 修饰 过 程 中 引起 的 酶 蛋白 位 阻 的 间接 影响 ,分 析 是 否 有 
同 酶 活性 无 关 的 残 基 起 非特 异性 反应 等 等 。 

下 面 ,我 们 要 重点 叙述 化 学 修饰 的 原理 ,方法 及 应 用 ,简要 介绍 一 些 应 用 最 广泛 的 试剂 及 有 
关 这 方面 的 进展 cb52。 


第 一 节 ”化 学 修饰 的 原理 


一 、 影 响 蛋白 质 功 能 基 反 应 性 的 各 因素 

FAX -射线 衍射 分 析 和 蛋白 质 所 得 到 的 数据 清楚 地 证 明 , 多 数 非 极 性 侧 链 (疏水 侧 链 ) 位 于 非常 
致密 的 分 子 基 体 的 中 心 而 多 数 极 性 带电 侧 链 ( 亲 水 侧 链 》 位 于 基体 的 表面 和 裂 除 之 中 。 小 分 子 
试剂 必须 通过 裂 险 , 缓慢 扩 散 才 能 与 分 子 内 部 的 残 基 相 互 作 用 。 和 有 蛋白质 分 子 的 内 部 和 菜 些 裂 际 
的 极 性 较 小 ,类 似 于 烃 类 。 分 子 表面 在 外 形 上 也 不 现 则 ,各 原子 的 极 性 和 电荷 也 各 蜡 ; 因 此 ;表面 
极 性 是 很 不 相同 的 .蛋白 质 的 功能 基 启 处 的 环 世 强烈 地 影响 着 它 的 物理 和 化 学 性 质 。 和 蛋白 质 分 
子 的 表面 特点 也 影响 化 学 试剂 的 接近 ， 位 于 不 局 卖 面 敏 环 的 两 个 相同 残 基 ， 对 一 个 试剂 可 能 
表现 出 很 不 相同 的 反应 隆 。 因 此 ,应 当 详细 考察 局 部 铀 环境 对 功能 基 和 试剂 的 影 嗓 。 TIE 
基 的 反应 性 是 通过 它 的 亲 核 性 来 测量 的 , 而 茉 核 性 又 币 常 (但 不 总 是 ) 与 它 的 酸 ,、 碱 性 有 关 , BBE 
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应 当 强 调 pK (A ARM pK 值 的 因素 。 

1、 微 环境 的 极 性 

微 环 境 的 极 性 是 决定 电离 状态 的 决定 因素 之 一 。 醛 酸 的 pK 值 (4.76) 在 80% 乙醇 中 增 至 
6.87; 在 100% 乙 醇 中 增 至 10.32。 与 此 相反 ,降低 极 性 对 NH; 的 电离 影响 很 小 。 一 般 地 说 ， 极 
性 对 通过 电荷 分 离 而 解 离 的 基 团 ( 如 ,一 COOH= 全 一 COO-+H+) 的 影响 比 通过 电荷 扩散 而 解 
BS 93 A Cn, NH} —=NH, + H*) BK, 

卵 清 溶菌 酶 中 第 35 号 谷 氨 酸 的 ?一 COOH 在 25" 时 的 PK, 为 5.9, mais 菌 酶 与 三 -N- 乙 酰 
葡 糖 胶 复合 物 中 的 第 35 号 谷 氨 酸 的 ?>-COOH 的 pK, 则 约 为 6.4。pK。 的 提高 可 能 是 由 于 这 个 
残 基 的 微 环 境 极 性 降低 之 故 。 从 整体 来 看 ,局 部 极 性 的 改变 对 色 氨 酸 ,蛋氨酸 和 腕 气 酸 反 应 性 的 
影响 最 小 ;对 氨基 和 组 氨 酸 反应 性 的 影响 较 大 ;对 酷 氨 酸 、 半 胱 气 酸 和 羧基 的 反应 性 影响 最 大 。 极 
性 对 整个 反应 速度 的 影响 与 有 关 反 应 的 类 型 关系 极 大 。 

2、 氨 键 合 效应 

天 然 蛋 白质 或 它 的 离子 通过 气 键 维持 稳定 性 ,也 是 使 PK 值 发 生 改 变 的 一 个 因素 。 例 如 , 2- 
je} (19 pK 值 比 预计 值 高 0.7 pH 单位 。 由 于 2- 省 酚 的 PK 值 是 正常 的 ,所 以 此 效应 不 是 由 
于 空间 原因 ,而 是 由 于 氟 形 成 氨 键 的 能 力 很 强 。 相 反 , 水 杨 酸 的 羧基 ( 工 ) 比 预计 的 pPK 值 小 1 个 
pH 单位 。 这 是 因为 ( 亚 ) 中 的 负电 氧 原子 能 形成 很 强 的 氢 键 ,这 个 氨 匀 加 强 了 羧基 离子 的 稳 定 
性 。 但 这 个 氢 键 却 使 酚 基 难以 电离 ,因而 将 酚 基 的 正常 bK 10 改变 到 pK 13。 因 此 , 在 蛋白 质 的 
酚 基 - 羧 基 相 互 作 用 中 ,羧基 的 pK 值 应 比 正 常 值 低 , 而 酚 基 的 pK 值 高 于 正常 值 。 

3、 静 电 效应 

用 高 分 辨 力 的 核磁 共振 谱 对 组 氨 酸 残 基 的 电离 行为 进行 的 研究 表明 ,不 同 蛋白 质 中 的 组 氨 
酸 残 基 的 PK 值 是 不 同 的 ,最 大 可 相差 2.5 个 pH 单位 。 模 型 化 合 物 的 数据 指出 ,这 些 变化 可 能 
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we HAP aie He A BC, @-NHp 的 正常 PK {Fixe 7.8, (AER E 4 i’y N- Ae dina Zi 2k 
的 x- 氛 基 的 PK 却 为 9.7, 从 X- 射 线 衍射 结果 知道 ,这 个 残 基 是 与 天 然 酶 结构 中 的 第 194 号 
天 冬 氨 酸 进行 静电 相互 作用 的 。 这 些 例 子 说 明 , 静 电 效 应 是 影响 功能 基 反 应 性 的 重要 因素 之 

4、 伺 阻 效应 

处 于 蛋白 质 表面 的 功能 基 , 一般 说 来 ,比较 容易 与 修饰 剂 反应 。 但 是 烷 基 在 空间 上 紧密 靠近 
功能 基 ,使 修饰 剂 不 能 与 功能 基 接 触 ,这 时 就 要 出 现 位 阻 效应 。 

对 枯草 杆菌 蛋白 酶 BPN“ 的 X- 射 线 衍射 研究 指出 , 它 的 所 有 的 10 个 酷 氨 酸 残 基 均 在 蛋白 
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质 分 子 的 表面 ,而 且 茶 酚 的 羟基 几乎 在 所 有 的 情况 下 都 没有 形成 氨 键 。 但 是 ;如果 对 它 进行 彻底 
硝化 和 碘 化 后 ，10 个 酷 氛 酸 只 有 8 个 被 修饰 。 若 没有 X- 射 线 衍射 研究 的 结果 ;很 可 能 解释 为 至 
少 有 两 个 酷 氨 酸 被 包 埋 在 分 子 内 部 ,但 实际 情况 并 不 是 这 样 。 这 种 情况 很 可 能 是 空间 障碍 引起 
的 。 

5、 基 体 效 应 和 

引入 基体 效应 只 是 为 了 使 它 与 前 面 说 的 表面 位 阻 效应 区 别 开 来 。 事 实 上 ,分 子 内 的 蔗 团 有 
两 类 : 一 类 是 深 埋 于 分 子 中 心 内 部 ;不 能 与 任何 大 小 的 修饰 剂 作用 ;一 类 是 虽 在 分 子 内 部 由 但 可 
与 小 分 子 (不 是 大 分 子 ) 修 饰 剂 作 用 ;叫做 内 部 被 位 阻 的 基 团 。 修 饰 剂 也 可 能 由 于 位 阻 不 能 进入 
分 子 内 部 ,从 而 不 能 与 深 埋 于 分 子 中 心 或 次 的 裂隙 中 的 功能 基 作 用 。 

前 已 述 及 ,分 子 的 表面 基 困 通常 比 它 的 内 部 基 团 较 易 与 修饰 剂 作用 ,但 也 有 例外 ;如 , 马 忌 亚 
铁 细胞 色素 C 中 的 四 个 酷 氨 酸 残 基 , 有 2 个 位 于 分 子 表面 ,而 另外 ,2 个 在 分 子 内 部 并 已 氨 键 合 ， 
用 四 硝 基 甲 烷 处 理 这 个 蛋白 质 , 则 只 能 使 内 部 的 2 个 酷 氨 酸 硝化 。 这 说 明 ,对 四 硝 基 甲 烷 来 说 ， 
包 埋 的 残 基 比 暴露 的 残 基 反 应 性 更 强 。 象 这 类 例子 ,文献 中 还 有 许多 。 仅 仅 从 天 然 蛋 和 白质. 结构 
的 静态 模型 观点 看 ,上述 例 子 是 反常 的 ,但 从 蛋白 质 结构 的 可 变性 观点 看 ; 则 又 是 可 以 理解 的 这 
类 问题 随 着 观察 方法 的 进步 会 越 来 越 清楚 。 

6、 其 它 效 应 

还 有 几 种 因素 也 能 改变 蛋白 质 功能 基 的 反应 性 ,如 ,电荷 转移 , 共 价 键 形成 \ 爹 属 整 合 旋 转 
自由 度 等 。 但 是 由 于 可 供 利 用 的 资料 有 限 , 所 以 不 作 叙 述 。 

Hartley 及 其 同事 发 展 了 一 个 竞争 标记 法 来 测定 蛋白 质 分 子 中 个 别 基 团 的 反应 性 啦 , 并 用 此 
法 测定 了 猪 胰 弹 性 蛋 自 酶 的 氨基 的 反应 性 。 此 法 的 基础 是 用 痕 量 放射 性 试剂 ,标记 蛋白 质 分 子 
中 不 同 的 功能 基 。 标 记 的 量 由 它 的 PK, 和 微 环 境 决 定 。 所 用 试剂 的 量 对 蛋白 质 的 量 来 说 是 很 小 
的 ,所 以 平均 每 个 蛋白 质 分 子 将 只 有 一 个 部 位 被 标记 ,这 就 使 结果 的 解释 更 容易 些 。 此 法 的 大 到 


步骤 是 ,用 有 限量 的 放射 性 试剂 处 理 蛋白 质 和 内 部 标准 物 (在 弹性 蛋白 酶 的 例子 中 用 的 标准 物 是 、 


葵 丙 氨 酸 ), 然 后 用 暑 解 法 降解 蛋白 质 , 再 将 每 一 个 含 标记 基 团 的 肽 分 离 出 来 ,由 它们 的 比 这 射 性 
测定 其 相对 于 标准 物 的 反应 速度 。 整 个 过 程 要 在 几 个 PH 下 重复 进行 。 结 果 就 可 以 计算 每 一 功 


能 基 的 pK, 和 每 一 部 位 的 反应 性 。 此 外 ,还 有 用 醋酸 酬 竞 争 标记 法 测定 电离 常数 和 c- 胰 凝 乳 蛋 ” 


白 酶 的 3 个 氨基 末端 的 反应 性 c。 此 法 虽 麻 烦 ,但 应 用 广泛 。 

二 、 有 关 蛋 白质 功能 基 反 应 性 的 几 个 问题 

上 述 影响 功能 基 反 应 性 的 各 因素 实际 上 可 归纳 为 两 个 方面 ,其 一 是 微 环境 的 极 性 , 基 团 之 间 
的 氢 键 以 及 静电 作用 等 因素 允 功 能 基 的 pK 值 的 影响 。 其 二 是 基 团 和 基体 的 空间 障碍 上 功能 基 
的 反应 性 往往 通过 其 亲 糖 性 衡量 ,但 并 不 是 用 亲 核 性 就 可 以 解释 一 切 ,功能 基 的 反应 性 比较 复 
杂 。 下 面 就 pH 对 亲 核 性 的 影响 、 功 能 基 亲 核 性 的 顺序 以 及 超 反 应 性 加 以 简要 说 明 。 

1、pH 值 对 反应 性 的 影响 | 

用 大 过 量 毛 乙酰 胺 修饰 省 苯酚 ,其 反应 速度 随 pH 增加 而 增加 。 用 测 得 的 速度 常数 对 pH 作 
图 ,所 得 图 形 与 普通 苯酚 的 滴定 曲线 相同 ,速度 直线 的 中 点 的 pH 对 应 于 苯酚 的 ,pK 值 ;这 可 能 说 
明 ,省 茱 酚 中 的 蘑 酚 基 是 唯一 的 最 有 反应 性 的 亲 核 剂 ,可 用 方程 (1) 概 括 这 种 情况 。 


号 工 5 人 = 


K; 
“K,+H / 
其 中 ,Kx 是 依赖 PH 的 速度 常数 ,ax 是 在 任 一 pH ALP EEN EEN BK, 是 苯酚 的 电离 
常数 。 

如 果 用 同样 的 方法 研究 一 系列 间 位 和 对 位 取代 的 茉 酚 , 则 log Ky 对 pK。 作 图 ,得 一 直线 (图 
和 直线 也 ) ;表示 葵 酚 离子 的 亲 核 性 (用 log K y 来 测量 ) 是 与 它们 的 酸 碱 性 (以 pK 测量 ) 成 正比 
的 。 因 此 ,苯酚 的 pK.。 值 越 高 , 它 的 阴离子 的 反应 性 越 高 。 

WF pK, 8 苯酚 基 和 pK, 10 苯酚 基 的 蛋白 质 而 言 ， 从 图 1 的 线 4 分 别 可 得 到 Kxv= 
10 M ! 分 上 和 100 M 分 -:。 根 据 Kxy 值 ,再 由 方程 (1) , 求 出 五 观察 。 这 两 种 基 团 A ae PY EEE AE 
5 下 的 函数 ,如 图 2 之 曲线 了 所 示 。 由 图 可 见 , 其 及 的 比值 在 低 pPH 下 是 0.1， 在 高 pPH 下 是 
10。 因 此 ,选择 性 烷 化 pK, 8 苯酚 ,最 好 在 等 于 或 低 于 它 的 pK. 值 的 PH 下 进行 ;而 选 择 性 烷 化 
pK。io AMY pH 值 至 少 要 比 它 的 pK。 值 高 1 个 pH 单位 。 

如 果 用 寅 乙酰 胺 烷 化 同一 套 亲 酚 , 则 Ky 与 pK, 的 关系 如 图 1 的 直线 了 所 示 。 直 线 的 斜率 
比 了 高 ,说 明 碘 乙酰 胺 对 苯酚 离子 的 亲 核 性 敏感 度 高 。KAy RRA ERR, Ke 的 比值 与 
pH 的 关系 如 图 2 之 曲线 了 3 所 示 。 虽 然 烷 化 所 用 的 pH 值 与 用 毛 乙 酰胺 烷 化 时 相同 , 但 选择 性 烷 
化 较 酸 的 苯酚 ( 即 pK, 8 苯酚 ) 的 机 会 降低 4 倍 , 因 此 ,使 用 反应 性 差 的 试剂 能 得 到 较 大 的 选择 
性 。 


Kae Kya= Ks (7-1) 


2、 和 蛋白 质 功 能 基 的 亲 核 性 
缺 质 子 形式 的 氨基 酸 , 其 所 有 的 功能 基 都 是 亲 核 的 。 由 于 杂 原 子 的 性 质 及 空间 环 境 的 显著 
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差异 ,还 不 能 找 出 亲 核 反应 性 与 PK fi 相 互 关 系 , 只 能 编 出 一 个 定性 的 反应 顺序 表 , 如 表 1。 表 里 
的 顺序 未 考虑 蛋白 质 环 境 的 任何 特殊 效应 ,这 些 效应 很 易 使 它 的 反应 顺序 发 生变 化 。 修饰 剂 性 
质 不 同 以 及 反应 机 理 不 同 , 也 能 影响 功能 基 的 反应 顺序 。 如 氨基 甲 酰 化 反应 (7-2)， 是 一 个 少见 
的 修饰 反应 。 它 修饰 -氨基 的 选择 性 超过 了 e- Be. 虽然 8- 氨 基 通 常 有 较 高 的 亲 核 性 , 但 这 
个 反应 的 机 理 包 括 质子 从 氨 转 移 到 氰 酸 盐 离 子 , 因 c- 氛 基 具 有 低 PK 值 , 容 易 转 移 质子 。 显然 ， 
这 个 因素 对 修饰 反应 的 影响 超过 了 亲 核 性 对 反应 的 影响 。 
速度 一 开 观 罕 [RNHi]LNCO ] 王 天 观 家 [RNH2]LHNCO]…。 (7-2) 


表 7-1 修饰 反应 中 反应 性 的 近似 顺序 ” 


cE | ie staal 1 | 2 AY ae ae | 36 SG 


a: ZEA ELIT AIAN. 


3、 超 反应 性 

超 反应 性 指 的 是 蛋白 质 的 某 个 侧 链 与 个 别 试剂 能 发 生 非 常 迅 速 的 反应 。 多 数 蛋白 质 的 功能 
基 与 简单 气 基 酸 中 的 同样 基 团 相 比 ,反应 性 要 差 。 但 是 每 个 蛋白 质 分 子 中 至 少 有 一 个 基 团 ,对 一 
定 的 试剂 能 显示 出 超 反 应 性 。 酶 的 催化 活性 基 团 通 常 对 修饰 剂 是 有 反应 性 的 ， 但 酶 的 超 反应 基 
团 不 一 定 是 酶 活性 部 位 中 的 基 团 ,可 能 与 酶 的 功能 或 构象 没有 明显 联系 。 例 如 ,木瓜 蛋白 酶 中 的 
19 个 栈 氨 酸 中 只 有 1 个 能 与 二 异 丙 基 氟 磅 酸 盐 反应 、 修 饰 后 酶 活力 并 不 改变 。 

简单 分 子 中 功能 基 的 反应 性 (或 亲 核 性 ) 是 由 重要 原子 的 电子 密度 决定 的 。 不 能 认为 ,蛋白 


质 中 的 超 反应 基 团 , 仅仅 是 由 加 强 了 亲 核 性 造成 的 。 影响 超 反 应 性 的 因素 是 很 复杂 的 , 其 中 包 


括 :J 改变 蛋白 质 功能 基 的 pK。 值 ;@ 蛋白 质 功 能 基 具 有 较 大 的 亲 核 性 ;G@@) 通过 静电 相互 作用 
吸引 试剂 ,并 使 其 有 适当 的 取 回 * 约 试剂 与 靠近 修饰 部 位 的 蛋白 质 区 域 之 间 的 立体 化 学 适应 性 ; 
@ 试剂 的 束缚 等 。 超 反 应 性 可 能 由 上 述 的 一 个 因素 或 几 个 因素 的 结合 作用 而 产生 。 例 如 , 用 
2,4- 二 硝 基 氟 葵 选 择 性 芳 基 化 人 碳酸 酝 酶 了 B 的 第 204 SAAR, 看 来 主要 是 由 于 该 基 团 的 PK， 
值 非常 低 。 带电 试剂 与 蛋白 质 之 间 的 静电 相互 作用 是 产生 超 反应 性 的 决定 因素 之 一 ， 有 很 多 例 
子 可 以 证 明 这 点 。 一 般 来 说 , 酶 活性 部 位 上 的 极 性 是 低 的 ,这 特别 有 助 于 加 强 在 活性 部 位 上 的 静 
电 相 互 作用 。 

蛋白 质 的 空间 结构 和 试剂 的 空间 结构 之 间 的 相互 影响 ， 也 能 加 强 修 饰 反应 速度 和 反应 的 特 
异性 。 如 对 核糖 核酸 酶 A 第 119 号 组 氨 酸 和 第 12 号 组 氨 酸 的 烷 化 , 使 用 不 同 的 试剂 , 这 两 个 残 
基 的 反应 速度 也 不 同 ,适当 地 选择 试剂 ,可 以 选择 性 地 修饰 119 号 组 氨 酸 。 

加 快 修饰 反应 速度 的 一 个 重要 原因 是 限制 了 构象 的 总 数 ( 即 限制 旋转 自由 度 )。 这 种 限制 可 
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能 是 由 于 上 述 提 到 的 几 类 相互 作用 引起 的 。 比 较 酚 酸 CGV 和 Y 7) 的 酯 化 速度 节能 说 明 这 个 问题 。 
SLA JU PAE , ee ll ze ZE I] — We EAR 2 个 甲 基 取 代 (V ), 则 限制 了 基 团 的 自由 旋转 , 因而 使 
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(CV )M9 Ky 提高 10° 倍 以 上 。 

能 说 明 由 于 试剂 的 束缚 而 产生 超 反 应 性 的 例子 是 亲 和 标 记 ( 见 第 四 节 )。 

三 、 修 饰 剂 反应 性 的 决定 因素 

蛋 自 质 的 构象 和 表面 特性 对 氨基 酸 侧 链 的 反应 性 有 影响 。 辣 样 ， 它 们 也 可 能 对 接近 功能 基 
的 修饰 剂 产 生 有 利 或 不 和 的 影响 。 弄 清楚 这 种 影 呈 ， 对 设计 类 似 的 底 物 和 亲 和 标 记 物 是 很 有 价 
值 的 。 

1、 选 择 吸 附 

化 学 修饰 以 前 ， 修 饰 剂 是 根据 各 自 的 特点 选择 性 地 吸附 在 低 极 性 区 或 高 极 性 区 的 。 有 时 可 
以 根据 对 速度 的 饱和 效应 检测 出 蛋 自 质 = 修饰 剂 复合 物 的 形成 。 正 象 酶 - 底 物 复合 物 那 样 ， 蛋 白 
质 := 修 饰 剂 复合 物 形 成 后 ,修饰 过 程 的 速度 加 强 了 。 这 种 速度 的 加 强 部 分 是 由 于 选择 性 吸附 的 结 
果 。 曾 经 考察 过 几 个 反应 的 饱和 动力 学 ,如 , D- 氛 基 酸 氧化 酝 的 琉 基 与 一 系列 N- 烷 基 马 来 酰 亚 
氮 的 反应 表明 , 绽 基 的 N- 辛 基 化 的 速度 比 N- 乙 基 化 的 速度 增加 15 倍 。 这 说 明 琉 基 处 在 非 极 性 
环境 中 。 饱 和 动力 学 的 研究 指出 ,修饰 剂 先 与 蛋白 质 的 琉 基 玻 水 键 合 , 然 后 烷 基 化 。 利 用 饱和 效 
应 也 可 以 证 明 ; 在 修饰 以 前 ， 二 硝 基 氟 苯 与 牛 血清 自 蛋 白 疏 水 键 合 。 看 来 , 这 种 现象 可 能 是 普遍 
存在 的 。 

2、 静 电 祖 互 作用 

带电 的 修饰 剂 能 被 选择 性 地 吸引 到 蛋白 质 表 面 带 相 反 电 和 荷 的 部 位 。 静 电 相互 作用 可 使 修饰 
剂 癌 多 功能 部 位 中 的 一 个 残 基 定 位 ， 或 向 双 功 能 基 的 一 侧 定位 。 硕 乙酸 和 而 乙酰 胶 烷 基 化 的 速 
度 和 烷 基 化 的 部 位 的 差异 就 是 由 静 电影 响 造 成 的 。 例 如 ， 究 竟 是 烷 化 N-1 上 的 咪唑 ,还 是 烷 化 
N-3 上 的 咪唑 ,这 要 由 尊 电 相互 作用 来 决定 。 

3、 位 阻 因 素 

和 蛋 自 质 表 面 的 位 阻 因 素 、 或 者 底 物 、 辅 因子 、 折 制 谓 押 产生 的 位 阻 因素 都 可 以 阻止 修饰 剂 与 
功能 基 的 正常 反应 。 此 外 ;修饰 的 结果 也 能 提供 有 关 和 蛋白 质 表 面 的 有 用 信息 。 用 四 个 碳 的 ac -省 
代 酸 可 使 核糖 核酸 孙 的 第 12 号 组 氮 酸 烷 基 化 ,而 旦 反应 进行 得 很 快 ;而 用 -省 代 戊 酸 作 修饰 
剂 , 岂 很 难 进行 反应 :用 cx- 温 代 己 酸 作 修 饰 剂 ， 则 不 能 发 生 烷 化 反应 。 由 四 碳酸 到 六 碳酸 , 亲 水 
键 含量 减少 得 很 少 , 所 性， 这 个 荡 应 说 明 , 在 修饰 以 前 , 蛋白 质 束 缚 xc- 省 代 酸 的 部 位 是 有 一 定 大 
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小 的 。 如 果 修 饰 剂 的 大 水 超 过 这 个 部 位 的 大 小 , 则 不 能 发 生 修饰 反应 。 

4、 催 化 因素 

修饰 部 位 附近 的 其 它 功能 基 , 如 果 起 一 般 的 酸 、 碱 催化 作用 , 也 能 影响 修饰 反应 。 不 同 的 修 
饰 剂 ,其 反应 速度 和 反应 部 位 有 明显 差异 。 例 如 ,对 硝 基 葵 乙酸 盐 和 葵 乙 酸 盐 对 胰 凝 乳 蛋 白 酶 活 
性 丝氨酸 的 乙酰 化 属于 同一 机 理 , 但 葵 乙 酸 盐 的 反应 性 差 , 在 较 大 的 程度 上 与 酶 的 酸 碱 催化 有 
关 。 相 反 , 氟 磷酸 盐 与 气 磷 酸 盐 相 比 ， 氟 磷酸 盐 对 丝氨酸 酶 有 非常 高 的 反应 性 , 这 可 能 与 一 般 酸 
碱 催 化 除去 氟 原 子 有 关 。 

5、 局 部 环境 的 极 性 

许多 有 机 反应 的 速度 与 溶 齐 的 极 性 有 关 , 而 有 些 反 应 则 与 极 性 无 关 。 溶 剂 效应 是 很 复杂 的 ， 
但 可 以 概括 出 几 条 规律 , 列 于 表 2。 


表 7-2 溶剂 极 性 对 反应 速度 的 影响 


反 应 类 型 降低 极 性 对 速度 的 影响 
(1) RSR + ICH,CONH,->[R,S*CH,CONH, ]I- 适当 降低 或 大 大 降低 
(2) RSR+H,0,—>R,SO + H,O 没有 影响 
(3) RS- + ICH,CONH,—>RSCH,CONH, + I- 没有 影响 
(4) RNH,+ + OCN-->RNHCONH, 适当 增加 或 大 大 增加 


院 水 环境 能 阻止 产物 中 电荷 分 离 的 反应 (1) ,并 能 加 速 电荷 中 和 的 反应 (4); 对 于 反应 类 型 (2)( 没 
有 电荷 分 离 ) 和 反应 类 型 (3) (电荷 只 是 从 一 个 离子 转移 到 另 一 个 离子 )， 则 介质 的 极 性 是 不 重要 
的 。 


第 二 节 ”化 学 修饰 的 方法 学 


如 果 对 与 催化 活性 、 底 物 结合 或 构象 维持 有 关 的 功能 基 一 无 所 知 , 那 就 只 有 通过 反复 试验 去 
了 解 。 在 这 样 探索 性 的 研究 中 ,对 修饰 剂 类 型 的 选择 并 没有 什么 一 般 的 指导 原则 ,只 有 反复 试验 


才能 对 修饰 剂 的 选择 有 所 认识 。 但 是 , 在 实验 中 必须 注意 以 下 几 个 问题 O 蛋 自 质 经 极端 pH 


处 理 后 ,或 经 氧化 ` 还 原 修 饰 后 ,要 进行 总 的 氨基 酸 分 析 , 特别 要 分 析 那 些 难 分 析 的 氨基 酸 Can 
氨 酸 ,蛋氨酸 )。 要 检查 有 人 否 因为 未 知 的 肽 键 裂 解 而 出 现 新 的 氨基 末端 。 如 果 认 为 氨基 酸 层 析 图 
谱 中 的 一 个 峰 仅 代表 一 个 正常 的 氨基 酸 , 那 就 可 能 会 得 到 错误 的 结果 , 因为 被 修饰 了 的 氨基 酸 或 
氧化 降解 产物 有 时 会 在 非常 靠近 正常 氟 基 酸 的 位 置 出 现 ， 或 者 与 正常 气 基 酸 位 置 重 登 在 一 起 。 

G@ 因为 修饰 剂 对 模型 化 合 物 或 蛋白 质 的 选择 性 不 一 定 适 用 于 另外 一 些 蛋 和 白质, 所以， 对 每 一 个 
残 基 , 总 希望 弄 清 楚 它 是 被 修饰 了 ， 还 是 没 被 修饰 。 原 始 修饰 以 后 , 还 可 能 发 生 共 价 改变 。 如 栈 
基 转 移 、 琉 基 转移 、 贞 素 转移 及 二 硫 交 换 过程 可 能 自发 地 或 在 纯化 、 降 解 过 程 中 发 生 ， 有 些 修饰 


产物 在 反应 条 件 下 不 稳定 ,用 普通 的 技术 检测 不 出 ,必须 使 用 特殊 的 分 析 方 法 CULAR = 3)。 @)- 


注意 ， 不 能 忽略 缓冲 液 成 分 或 修饰 付 产物 对 修饰 部 位 和 修饰 程度 及 对 酶 活力 的 影响 。 不 应 当 仅 
对 一 种 底 物 进行 活力 试验 ,因为 有 很 多 这 样 的 例子 :对 大 分 子 底 物 , 活 力 有 改变 ,但 对 简单 底 物 则 
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漫 有 改变 ;对 一 种 类 型 的 大 分 子 有 改变 ,但 对 另 一 种 大 分 子 , 则 没有 改变 ;对 一 种 类 型 的 简单 底 物 
有 改变 ,但 对 另 一 类 简单 底 物 , 则 没有 改变 。@ 天 然 酶 活力 的 最 适 pH 与 修 饰 后 酶 活力 的 最 适 
pH 可 能 有 显著 差别 。 同 样 ,天 然 酶 与 修饰 酶 对 金属 的 需要 ,在 程度 和 性 质 上 也 有 不 同 。 酶 活力 
的 改变 可 能 是 由 于 米 氏 常数 的 改变 或 最 大 反应 速度 的 改变 引起 的 ,或 者 由 于 二 者 均 改 变 引 起 的 ， } 
因此 ,应 当 作 适 当 的 测量 ,以 区 分 这 两 种 现象 。 

一 、 蛋 白质 修饰 试剂 和 修饰 条 件 的 选择 

和 实验 目的 不 同 ,对 选择 性 的 要 求 也 不 同 。 例 如 ,对 氨基 的 修饰 就 可 以 分 以 下 光 种 情况 ;修饰 | 

PAARL. HAE EMEA OE -氨基 ;修饰 暴露 的 或 反应 性 高 的 氨基 以 及 修饰 具有 山 

催化 活性 的 氨基 。 修 饰 的 程度 和 部 位 一 般 可 用 三 种 方法 来 控制 :选择 适当 的 试剂 和 反应 条 件 ; 选 由 

， 择 蛋 白质 的 构象 ， 选 择 有 重要 功能 的 基 团 。 后 两 种 方法 在 研究 蛋白 质 的 结构 和 功能 中 有 非常 重 
要 的 作用 ,这 里 不 能 细 说 。 只 就 第 一 种 方法 略 述 如 下 。 

1、 试 剂 的 选择 

选择 试剂 的 可 能 性 不 仅 要 受 可 供 利用 的 试剂 的 数目 和 反应 机 理 类 型 限制 ， 而 且 由 于 蛋白 质 
的 所 有 功能 基 在 一 个 相当 窜 的 反应 性 范围 内 都 是 亲 核 的 ， 所 以 试剂 的 选择 比较 困难 。 使 用 在 溶 

， 解 度 ,pK、 电 荷 、 大 小 .反应 性 、. 立 体 化 学 或 反应 机 理 上 不 同 的 修饰 剂 , 有 时 会 得 到 精细 的 选择 性 。 

选择 蛋白 质 修饰 剂 要 考虑 如 下 一 些 问 题 ; 修 饰 反 应 要 完成 到 什么 程度 ;对 个 别 氨基 酸 残 基 是 

了 否 专 一 ;在 反应 条 件 下 ,修饰 反应 有 没有 限度 ;修饰 后 蛋 自 质 的 构象 是 否 基本 保持 不 变 ; 是 否 需要 
和 分 离 修饰 后 的 衔 生 物 ; 反应 是 否 需要 可 逆 ; 是 否 要 有 一 个 快速 ,方便 的 分 析 方法 等 :在 决定 选择 
某 一 修饰 方法 之 前 ,对 上 述 问题 必须 有 一 个 权衡 的 考虑 。 

对 于 可 逆 修 饰 ,理想 的 修饰 剂 是 选择 性 高 、 在 温和 的 反应 条 件 下 也 能 进行 修饰 反应 、 被 修饰 
的 功能 基 在 温和 条 件 下 也 能 再 生 。 

用 于 修饰 酶 活性 部 位 氨基 酸 残 基 的 试剂 应 具备 以 下 一 些 特性 : 选择 性 地 与 一 个 氨基 酸 残 基 
反应 ;反应 在 酶 蛋白 不 变性 的 条 件 下 进行 ;标记 的 残 基 在 肽 中 稳定 ,很 易 通过 降解 分 离 出 来 ,进行 
鉴定 ;反应 的 程度 能 用 简单 的 技术 测定 。 当 然 ,不 是 单独 一 种 试剂 就 能 满足 所 有 这 些 条 件 。 一 种 
试剂 可 能 在 某 一 方面 比 其 它 试剂 优越 ,而 在 另 一 方面 则 较 差 。 因 此 ,必须 根据 实验 目的 和 特定 的 
样品 ， 来 决定 使 用 什么 样 的 试剂。 

2、 反 应 条 件 的 选择 

适当 选择 pH, 可 得 到 选择 性 。 例 如 ,在 不 同 的 pH PWC Ey EE A Dd 


L H 
; ICH,COO- + 4 )R—SH PHT 24 pS CHjCOO-+H* +I 


: CH, 


| 
ICHCOO- 十 蛋白 质 二 SCHI 2822. 蛋白 质 一 —CH,COO-+1 


H 
ICH,COO-+ 4 )R—-NH, > * 32 4 jR-—NH—CH,COO-+Ht+I- 


I] 
—Non —1N —CH;COO- 
ICH,COO + & 白质 一 作 | ee —< | +Ht4r 
N= N= 


很 多 亲 核 反应 可 通过 控制 pH 而 得 到 很 高 的 选择 性 ,但 亲 电 试剂 对 pH 控制 常常 是 不 敏感 的 。 

缓冲 液 可 改变 蛋白 质 的 构象 或 封闭 反应 部 位 也 影响 修饰 反应 ， 如 磷酸 盐 是 某 些 酶 的 竞争 性 
抑制 剂 , 因而 该 离子 的 结合 可 能 封闭 修饰 部 位 。 碳 酸 酥 酶 的 酯 酶 活力 能 被 所 离子 换 制 ,也 可 能 是 
由 于 这 种 效应 所 致 。 

反应 介质 也 能 改变 试剂 的 反应 性 和 性 质 。 在 有 机 溶剂 介质 中 ， 硼 氢化 钠 的 反应 性 降低 。 在 
脲 溶 液 中 , N- 省 代 琥 珀 酰 亚 胺 能 转变 成 N -省 代 台 , 这 是 一 个 更 温和 ,更 有 专 一 性 的 试剂 。 最 后 ， 
还 要 注意 ,许多 试剂 仅 在 有 限 的 pH 范围 内 是 稳定 的 ,有 反应 性 的 。 

反应 在 低温 下 完成 ,缓慢 加 入 试剂 ,使 用 非常 有 限量 的 试剂 ,虽然 许多 基 团 也 部 分 修饰 ,但 仍 
可 有 效 地 改变 反应 性 ,控制 修饰 程度 。 

=. 修饰 程度 和 修饰 部 位 的 测定 

1、 分 析 方 法 

测定 修饰 基 困 和 测定 修饰 程度 的 实验 方法 在 文献 7 中 已 有 详细 讨论 。 这 里 只 能 简 述 概 
况 。 还 没有 一 个 完满 的 分 析 方法 。 用 光谱 法 追踪 检查 是 最 简单 .最 有 用 的 方法 ,而 且 用 此 法 还 能 
很 容易 地 计算 修饰 的 速度 。 此 法 要 求 修饰 后 的 衔 生物 具有 独特 的 光谱 或 它 的 光谱 与 修饰 剂 的 不 
同 ; 租 能 符合 这 个 条 件 的 试剂 为 数 不 多 。 

最 常 使 用 的 是 间接 分 析 法 ,其 中 有 的 要 用 蛋白 质 降 解法 ,有 的 可 以 不 用 。 被 修饰 了 的 残 基 经 
分 离 纯化 后 ， 可 通过 它 含 有 的 同位 素 标 记 量 来 测定 反应 程度 。 也 可 以 通过 有 色 修 饰 剂 的 光谱 强 
度 . 顺 磁 共 振 谱 、 荧 光标 记 量 , 修 饰 剂 的 可 逆 去 除 等 来 测定 反应 程度 。 在 天 多 数 情况 下 ,对 修饰 部 
位 的 鉴定 ,需要 蛋白 质 的 总 降解 和 氨基 酸 分 析 。 当 然 , 测定 一 个 被 修饰 所 基 酸 的 出 现 ， 要 比 测定 
多 个 相同 氨基 酸 中 有 一 个 消失 更 准确 。 理 想 的 情况 是 ,被 修饰 的 氨基 酸 在 水 解 条 件 下 是 稳定 的 ， 
而 且 在 氨基 酸 层 析 图 谱 中 有 一 个 独特 的 位 置 。 使 用 蛋白 水 钾 酶 降解 ， 一 般 可 避免 不 稳定 问题 。 
但 有 些 修 饰 了 的 残 基 , 即 使 在 酶 解 条 件 下 也 不 稳定 ,或 者 其 它 残 基 阻 得 蛋白 水 解 酶 对 临近 欢 键 的 
进攻 。 这 时 当 进 行 残 基部 位 的 第 二 次 修饰 ， 以 产生 另外 一 独 更 稳定 的 修饰 。 由 第 三 次 修 唉 的 结 
果 , 可 以 得 到 第 一 次 修饰 的 程度 。 例 如 ,已 经 酰 化 了 的 蛋白 质 , 再 经 二 硝 基 芝 酰 化 ,然后 酸 水 解 ， 
测定 DNP- 氨基 酸 和 回收 氨基 酸 的 数目 , 再 与 总 数 进行 比较 , 则 能 知道 修饰 的 程度 。- 

2、 修 饰 残 基 的 不 稳定 性 

很 多 修饰 了 的 残 基 对 酸 水 解 和 以 后 的 化 学 处 理 、 甚 至 对 分 离 提纯 都 是 不 稳定 的 。 盐 酸 是 腑 
键 的 有 效 水 解 削 ,也 是 还 原 剂 。 在 正常 的 水 解 条 件 下 , 碘 代 栈 氨 酸 可 以 下 新 变 成 酷 氨 酸 。 作 为 还 
原 剂 的 盐酸 能 产生 所 , 毛 能 使 栈 氛 酸 变 成 对 酸 稳定 的 3- 毛 代 栈 氨 酸 。 蛋白 质 中 的 础 代 栈 氨 酸 相 
当 不 稳定 ,除了 对 光 和 氧 人 敏感 以 外 ,在 层 析 过 程 中 ,或 者 在 弱酸 性 介质 中 ,有 而 离子 存在 时 ， 能 发 
生 脱 而 化 作用 。 

在 氨基 酸 分 析 仪 的 分 析 图 庶 中， 有 些 修 了 了 的 氨基 酸 或 它们 的 降解 产物 能 在 明显 的 位 置 上 
出 现 ,很 易 鉴别 ;但 也 有 一 些 被 部 分 降解 ; 产生 许多 赂 , 因而 掩盖 了 正常 氛 基 酸 的 峰 。 另 一 方面 ， 
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光 氧 化 组 氨 酸 ,经 酸 水 解 后 , 产生 许多 未 知 的 产物 ; 但 这 些 未 知 物 峰 的 位 置 与 正常 氨基 酸 的 峰 位 
RE, ; 

3, Pa AU LN 

号 唑 基 、 王 基 , 羧 基 、 甚 至 苯酚 的 酰 化 反应 之 所 以 检测 不 出 ， 是 因为 它们 的 产 胸 在 反应 条 侣 下 
不 稳定 ,或 在 以 后 的 纯化 等 操作 步 又 中 被 水 解 。 这 种 暂时 性 的 修饰 看 起 来 是 无 害 的 ,但 由 于 它们 
对 构象 的 影响 无 疑 会 改变 其 它 功 能 基 的 反应 性 和 可 接近 性 。C -未 端 残 基 的 羧基 能 与 一 定 强度 
的 酰 化 剂 作 用 ,暂时 形成 混合 酸 本 ,结果 使 交 肽 酶 不 能 除去 C -末端 残 基 。 非 未 端 羧基 (特别 是 天 
冬 氨 酸 的 末端 次 基 ) 也 能 产生 环 化 亚 酰 胶 和 B- 天 冬 氨 酸 肽 键 。 

有 些 修饰 反应 不 能 检测 出 来 ,只 是 由 于 它们 在 蛋白 质 化 学 中 并 不 占 优势 地 位 。 如 , 冬 盐 常用 
于 修饰 蛋白 质 中 的 莹 基 ， 但 它 也 能 裂解 二 硫 桥 。 

色 氨 酸 能 形成 各 种 各 样 的 络 合 物 ， 并 能 进行 加 成 反应 。 由 于 这 种 修饰 并 不 产生 显著 的 光谱 
变化 ,或 者 由 于 色 氨 酸 的 光谱 常 被 酷 氨 酸 所 掩盖 ,所 以 ,从 光谱 上 可 能 也 看 不 到 它们 。 


第 三 节 ”蛋白 质 侧 链 的 修饰 


蛋白 质 侧 链 上 的 功能 基 主要 有 : IE IIE BIE RMSE RIE, IPR UE, 甲 梳 其 等。 
修饰 上 述 每 一 种 功能 基 都 有 好 多 试剂 可 供 利用 ,这 里 不 能 详细 、 全 面 地 介绍 , 只 能 介绍 其 中 的 几 
个 重要 试剂 。 表 3 列举 了 一 些 用 来 修饰 蛋白 质 中 氨基 酸 侧 链 的 最 常用 试剂。 

1、 修 饰 氨基 试剂 

这 之 中 包括 二 硝 基 气 业 、 蘑 酯 基 氢 \ 栈 酸 酝 、 镀 珀 酸 栈 等 。 六 十 年 代 初 , 曾 用 下 列 试剂 对 气 基 
进行 可 逆 修 饰 ,如 二 硫化 碳 ,三 所 乙酸 乙 硫 酯 . 乙 亚 胺 甲 酯 等 。 

用 顺 丁 烯 二 酸 酝 能 可 逆 修 饰 气 基 ,而且 有 一 个 重要 的 优点 ， 即 所 形成 的 街 生物 在 酸性 、 中 性 
溶液 中 很 稳定 ,但 在 酸性 中 不 稳定 。 

应 当 说 明 , 顺 丁 烯 二 酸 酝 对 氨基 并 不 是 绝对 特异 的 , 定 氢 酸 : 丝 气 酸 、 苏 氨 酸 残 基 也 能 与 之 反 
应 。 玉 基 能 在 该 试剂 的 双 键 上 加 成 ,形成 稳定 的 衍生 物 。 但 酷 氨 酸 衍生 物 在 碱 性 pH 下 自动 水 
解 , 丝 所 酸 , 栈 氨 酸 和 生物 在 弱 碱 性 pH 下 ， 能 被 产 胶 水 解 。 因 此 ， 对 于 没有 绩 基 的 蛋白 质 , 选择 
适当 的 条 件 , 可 以 使 顺 醋 烯 二 酸 本 对 氨基 是 专 一 性 的 。 

在 支 - 顺 式 -3.6- 内 氧 六 气 栈 栈 中 没有 活化 的 双 键 ;所 以 消除 了 与 葡 基 反应 的 可 能 性 cm。 me 
栈 是 很 有 用 的 可 逆 修 饰 剂 。 修 饰 后 ,再 生 的 条 件 也 很 温和 , 用 顺 丁 烯 二 酸 本 处 理 的 蛋白 质 . 再 生 
后 能 恢复 活力 和 结构 。 

在 研究 各 种 侧 链 在 蛋白 质 结构 和 功能 中 的 作用 时 ， 章 用 各 种 试剂 对 氨基 进行 修饰 。 结果 发 
观 ,制备 中 性 的 \ 带 正 电 的 和 带 负电 的 氨基 街 生物 是 很 容易 的 。 通过 还 原 迷 基 化 反应 ; 可 以 有 控 
制 地 增加 取代 基 的 量 ,而 保持 正 电荷 不 变 ca。 

用 氰 酸 盐 时 ,只 要 控制 一 定 的 反应 条 件 , 则 仅 修饰 SRS eA IID, 

用 O- 甲 基 异 甩 修 饰 溶菌 酶 的 主要 优点 是 ,该 试剂 与 6- 所 基 的 反应 速度 显著 快 于 HE 
果 赖 氨 酸 残 基 转 变 成 高 精 氨 酸 。 修 饰 后 的 溶菌 酶 仍 保持 全 部 酶 活力 ,并 很 容易 结晶 clD。 

2、 修 饰 蛋 白质 的 精 氨 酸 侧 链 基 团 
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表 7-3 蛋白 质 中 氨基 酸 侧 链 的 化 学 修饰 
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氨 基 酸 侧 链 | 所 用 试 剂 | 修饰 后 6 wm 4 
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< >-s-s-< > <CH,-S-s—¢_ > 
Ano} 30," ,? 
5,5"- 二 硫 代 双 (2- 硝 基 葵 甲 酸 ) Ts 
(DTNB) 
组 氨 酸 (1) 重 氮 离子 : 
一 CH / NH I ] =O f N H 7 1 
ib tne, woe ee on gee OUCIN 
NA nN’ \N=N/7 .. \N 


| 
H 
重 气 -1- 氢 -四 唑 


oO 
ors UNE TAS 
ee CH oe —O—C,Hs 


oO J 
ton N 
焦 碳酸 二 乙 酯 ( 乙 氧 基 甲酸 酝 

蛋氨酸 (1) 氧化 ; ais 


—CH,—S—CH; H,O, 
(2) a- pi he Fn At he 


(1) Koshland 试剂 


NO. 


及” >-cH.-Br 
Nou 
2- Fe SE -5—- HARE 4  CHNB) 
(2) oO 


N ~ (5b (CHE EH Mt IE He) CN BS) (此 物 企 一 定 的 条 件 下 可 发 生 重 排 ) 
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氨基 ee 所 ,用 ,试剂 | e th FG HW wm 
REE RS | GD N- 乙 酰 咪唑 ; 
人 一 一 一 一 O 
aot i 
Fite 7 oe Sof 
(2) patria (TNM) 3 eh 
IG 一 - 
C(NO,), —CH,<_>-0H 


Wie SRA 1,2-B01,3-CBEADRM. ROME: SOBIELA DRA 
后 , 则 生成 稳定 的 杂 环 。 

在 硼酸 钠 缓冲 液 中 (pH 8-9,25" 一 40"C),1,2- 环 已 二 酮 可 对 精 氨 酸 及 其 残 基 进 行 选 择 性 修 
饰 。 在 这 样 温和 的 条 件 下 ， 可 得 到 唯一 的 缩合 产物 c55。 产 . 物 在 反应 条 件 下 和 酸性 溶液 中 均 稳 
定 。 精 氨 酸 也 很 容易 再 生 , 只 要 在 羟 胺 缓冲 液 中 放置 即 可 。 此 反应 曾 成 功 地 用 在 氨基 酸 顺 序 分 
析 、 结 构 与 功能 的 研究 中 。 

乙 二 醛 能 可 逆 修 饰 精 氨 酸 残 基 cl33。 修 饰 后 的 产物 可 用 O- 葵 二 胺 分 解 . 再 生出 自由 精 氨 酸 
残 基 。 此 试剂 在 某 些 方面 不 同 于 环 已 二 酮 ,二 者 可 以 互相 补充 。 

葵 乙 二 醛 与 精 氨 酸 残 基 形成 的 衍生 物 ,在 酸性 溶液 中 是 稳定 的 ,但 在 中 性 、 碱 性 pH 下 , 精 氨 
酸 能 慢 慢 再 生 59。 乙 二 醛 和 苯 乙 二 醛 均 能 与 氨基 反应 。 要 消除 与 氨基 的 反应 , TEAM MO 
酸 本 处理 蛋 白质 ,然后 再 用 醛 修 饰 。 这 时 就 只 修饰 精 氨 酸 了 。 

3、 修 饰 蛋白 质 中 的 羧基 

最 早 用 来 修饰 凑 基 的 试剂 是 乙醇 -盐酸 , 它 能 使 次 基 酯 化 。 由 于 重 气 甲烷 能 使 氛 基 和 酚 羟 基 
烷 基 化 .因此 不 能 用 它 来 修饰 羧基 。 但 有 人 用 比重 氮 甲 烷 反应 性 差 的 乙酰 胺 衍生 物 来 特异 性 十 修 
饰 次 基 555。 水 溶性 碳化 二 亚 胺 也 可 以 选择 性 地 修饰 次 基 545, 为 了 使 羧基 与 赖 氨 酸 残 基 的 交 联 减 
到 最 小 ;反应 要 在 pH 4.5 下 完成 。Hoare 等 人 利用 这 一 反应 得 到 了 稳定 的 酰胺 衍生 物 。 在 高 浓 
度 的 亲 核 剂 存在 下 , 他们 用 水 溶性 碳化 二 亚 胺 来 完成 反应 ,反应 过 程 如 下 式 所 示 ctta。 水 和 


O O 


| | 
R—C—X + R’—NH— C—NH—R” 


全 六 HX 


; y, 
R—COOH + R’N=C=NR’ 二 >，R 一 C NHR’ 
WL VA 
o—c 
\NHR’” 
O-REIE EUR 
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O 


| 
R—C—NHR’ 
| 
C=O 
| 
NHR’ 
N-MALE WE 


加 入 的 其 它 亲 核 剂 与 分 子 间 重 排 (O - BE SE SER N PE SET) FE Ft TC AY HE BC PE PBA 而 其 它 亲 


核 剂 的 进攻 产生 次 基 的 酰基 亲 核 衍生 物 。 在 pH 4.75, 高 浓度 杂 态 剂 和 过 量 碳化 二 亚 胺 存在 下 ， 
酰基 素 核 衍生 牺 的 形成 ,基本 上 是 定量 的 ct。 上 述 方法 已 用 来 定量 测定 蛋白 质 中 羧基 的 含量 以 
及 鉴定 天 然 蛋 白质 中 未 反应 的 羧基 c73。 用 蜡 唾 唑 盐 修饰 羧基 是 一 个 类 似 于 碳化 二 亚 胶 - 亲 核 齐 
反应 的 方法 ca。 

4、 二 硫 键 和 琉 基 的 修饰 

在 许多 蛋 自 质 中 ,二 硫 键 还 原 后 , 仍 能 部 分 或 全 部 保留 活性 ; 斑 基 在 许多 具有 不 同 功能 的 酶 
中 充当 很 化 基 困 ; 纺 基 似乎 存在 于 多 亚 基 蛋白 质 的 亚 基 之 间 的 区 域 ,并 具有 稳定 ,聚合 作用 。 

(1) 三 硫 键 可 以 用 各 种 方法 断裂 ,这 在 第 五 章 里 已 经 接触 过 了 。 这 里 , 略 加 补充 ,并 加 以 综 

® 还 原 法 

可 以 用 硫 醇 、 确 氢化 钠 、 硫 代 磷 酸 盐 还 原 二 硫 键 。 现 在 最 常 采用 的 还 原 剂 是 二 硫 苏 糖 醇 
(DTT)"92, DTT 是 很 有 效 的 还 原 剂 ,在 pH 7,25°C, DTT 还 原 二 硫 键 反应 的 平衡 常数 是 5 - 琉 基 
乙醇 的 10! 倍 。 还 原 过 程 在 低 浓度 的 DTT 溶液 中 即 能 完成 ,反应 过 程 如 下 ， 

R—S—S—R +HS—CH,—CH—CH—CH,—SH 

On ou 


R— § — S —CH,—CH—CH—CH,—SH "RSH 
| 
-OH OH 4 S yd 


| | 
OH OH Hy | | 


Wit BEND Fe Ae BUR ,需要 分 子 的 完全 展开 。 
Q) 二 硫 交 换 法 
二 了 硫 交 换 反 应 (RSSRTR“SSR = 2 RSSR ) 能 在 强酸 (如 10 N UCI) 中 进行 。 共 反 应 机 理 


RSSR + H*=RS* + RSH 
RS* + R/SSR/=RSSR/ + R/S* 
WA Sie SR PS Zs A ill 3S HS BE ORS ) 所 催化 的 二 硫 交 换 反 应 是 在 中 性 和 碱 性 溶液 中 
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进行 的 。 由 于 平衡 的 缘故 ,这 些 反应 也 是 碱 催化 的 。 
R—S—S—R + OH-=—=RSOH + RS- 
RS- +R’ -S—S—R/==R—S—S—R’ +R/S- 

122; ALA BEA a, DE EEE AR BS LE, 由 于 有 二 硫 交 换 反 应 而 变 得 复 
HT o 

WIE EIR aD WR ne ) 

在 氧化 剂 , 如 Cue? Ie RABE EAS FA ERE EP, PEA RP, al Un RR EE, AE 
二 令 键 完 全 转变 成 $ - 磺 基 衍生 物 , 如 下 式 : 

RSSR 十 SO -一 >RSSO 十 RS- 


[Lo] 


反应 条 件 很 激烈 ;可 能 有 氧化 副 反应 。Chan $2} — 7B A RRR, «HE pH 7.0— 
8.5, 有 氧 情况 下 ;用 含有 催化 量 的 半 胱 氨 酸 和 及- 斑 基 乙 胺 的 8 MRE, WRT 
化 成 S - 矿 化 衔 生 物 。 蛋 白质 的 S - 厂 化 衔 生 物 在 中 性 和 酸性 pH 下 是 稳定 的 , 而且 易 溶 于 水 。S - 
磺 化 修饰 的 基 团 很 容易 通过 加 入 过 量 的 硫 醇 而 除 掉 。 RENTS WLR ATED jee 
后 ,活力 完全 恢复 。 

@ 用 氰 化 物 裂解 Bi 

SE PERRI RE 7A ECAR UEP RR RT A Yo, EET REDE 9-2 
mens ts JE eh Ay N-RESE GEA we zk A. Vanaman #H2ie + RBI — 7 OE ER eB 解 
HAROARLOHEC, J DIT 将 蛋白 质 中 的 二 硫 键 全 部 还 原 ， 再 让 还 原 的 蛋白 质 与 过 
量 DTNB 反应 ;反应 所 得 到 的 硫 代 硝 基 茶 甲 酸 (TNB) 衍 生物 再 与 过 量 氨 化 物 作 用 (于 pH7); 结 
果 得 到 在 半 胱 氨 酸 处 的 裂解 肽 ， 如 下 式 ， 


R—CO—NH—CH-—_CONH-;R5 5. R—CO 


| Pane 
S—TNB rf 
& 2 
Us7 
| att 
t R—CO H 
Hy oi 7k Sie * 1 
RCOOH + HN -—C— C—_ NH ko N— C—CGO-—NHFR 
本 
| 
C CH, eg Me 2 | 
HN/ \s/ L 


在 一 硫 键 存在 下 ,2- 硝 基 -5- 硫 人 JRE WT ITB TE, (SEAS 2 He Be 
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SCN ye 
| 


Lea be Ah Dats 2 
—coo- Ps 


NO, NO, 


SCR? SP 28 TF FA Be AE AT AE Pe FEE OS PE ERE A RENT HE. 这 
个 特异 性 的 化 学 裂解 法 ,在 氨基 酸 顺 序 分 析 中 与 省 化 氰 裂解 蛋氨酸 残 基 的 肽 键 法 同样 重要 。 S- 
氨基 半 胱 氨 酸 衍生 物 是 小 的 \ 不 带电 分 子 。 在 研究 琉 基 对 蛋白 质 的 结构 和 功能 的 作用 中 ,必定 要 
用 到 它 。 

© “MRR ERE 

除了 上 面 说 的 反应 之 外 , 二 硫 键 还 能 被 过 甲酸 氧化 成 半 胱 氨 酸 。 这 个 反应 常用 来 制备 蛋白 
质 衍 生物 和 测定 蛋 白质 中 半 个 胱 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 的 合 量 。 三 丁 基 亚 磷酸 盐 也 可 用 作 二 硫 键 
的 还 原 剂 。 

© S—Hg—S 衍生 物 的 生成 

Steinberg 利用 了 g2* 对 入 基 的 高 度 特异 性 ,提出 一 个 精巧 的 修饰 二 硫 键 的 方法 和。Hg” 与 
过 量 硫 醇 的 反应 ， 如 下 所 示 : 

2 RSH + Hg?*=——=RS— Hg—SR 

平衡 非常 偏向 于 右边 。S 一 Hg 一 S 键 是 线性 的 ， 大 约 比 S 一 S 键 长 3A。 这 个 修饰 提供 了 个 在 
特定 部 位 引入 重金 属 原子 的 方法 ， 还 可 以 用 这 个 修饰 来 考察 加 长 二 硫 键 对 蛋白 质 生 物 活力 和 构 
象 的 影响 。 

在 还 原 几 个 二 硫 键 的 情况 下 ,加 入 He? a HERA Se. Pn, SAM HIS A Fe 碎 
片 的 二 个 临近 链 闻 桥 被 还 原 , 然 后 与 He’ 反应 时 ， 则 重新 形成 的 是 链 内 桥 S 一 Hg 一 S, 如 下 所 
不 ; 


机 旬 突 本 和 ite eee me , 
, . 1. 用 DTT 还 原 Thr 一 Cys 一 Pro 一 Pro 一 Cys 一 Pro.…。 
-一 一 一 -一 一 一 一 人 
5 S 2 有 加 25Thf 一 Cys 一 Pro 一 Pro 一 Cys 一 Pro…， 
| 3. Hg+ | | 
Thr 一 CySs 一 Pro 一 Pro 一 Cys 一 Pro..。 S ——Hg S 


(2) 王 基 通常 是 最 活泼 的 蛋白 质 侧 链 ,很 容易 与 酰 化 剂 、 芳 基 化 剂 和 烷 基 化 剂 反应 ， 还 能 与 
芳 基 亚 磺 酰 卤化 物 形成 混合 二 硫化 物 。 

Be FASE AE ti Sie HE AY TRF ER RAE FAR (PMB) 及 其 更 易 溶 于 水 的 类 似 物 对 示 葵 甲 磺 酸 
(PMBS), 

2- Pi RA ADAH TESS TREE DH 下 ， 对 琉 基 有 高 度 选择 性 , 在 氨基 酸 顺 序 分 析 中 广泛 用 来 制备 
蛋白 质 衍 生物 。 同 时 用 这 类 试剂 的 烷 化 反应 还 可 以 考察 酶 的 活性 部 位 上 的 琉 基 的 环境 和 反应 
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自 旋 标 记 、 匡 光标 记 和 放射 性 取代 ,常常 要 利用 入 基 的 高 度 反 应 性 。 硫 醇和 二 硫化 物 的 交换 
反应 对 于 这 些 标记 来 说 是 特别 有 用 的 ,如 与 二 (二 甲 基 氨 基 蔡 磺 酰 ) 胱 迄 酸 的 交换 ,能 引进 荧光 标 
记 525] 。 

连 四 硫酸 盐 能 选择 性 地 与 更 基 反应 ,形成 亚 磺 酰 硫 代 硫酸 盐 , 如 下 式 : 

R—SH 十 SO 一 全 R 一 S 一 S 一 SO + S,032> +H* 

加 入 硫 醇 很 容易 使 开 基 再 生 。 这 种 温和 的 修饰 能 防止 自动 水 解 和 在 蛋白 质 提纯 期 间 的 蛋白 酶 水 
解 。 将 链球 菌 蛋 白 酶 活性 部 位 上 的 纺 基 转变 成 亚 磺 酰 硫 代 硫 酸 盐 后 ,就 可 以 使 这 个 酶 活性 部 位 
上 的 组 氢 酸 烷 基 化 ,然后 再 使 理 基 再 生 。 在 解释 修饰 结果 时 ,必须 小 心 遵 慎 。 例 如 ， 用 碘 乙酸 、 
PMB N- 乙 基 顺 丁 烯 二 酰 抱 亚 胺 和 DTNB 修饰 棕色 国 氨 菌 异 柠檬 酸 脱 氢 酶 的 最 活泼 的 王 基 ” 结 
果 使 此 酶 的 活力 几乎 完全 丧失 。 但 是 , 将 钝 化 的 酶 的 单 硫 代 硝 基 葵 甲酸 衍生 物 转变 成 硫 氰 基 衍 
生物 , 则 酶 活力 可 恢复 30 一 50%6。 而 且 NAD* 和 蜡 柠檬 酸 对 天 然 酶 和 它 的 单 硫 氰 基 衍 生物 的 
Km 值 是 相同 的 c?6, 所 以 最 活 小 的 开 基 显然 不 是 这 个 酶 的 催化 活性 所 必须 的 。 

5、 组 氨 酸 残 基 的 修饰 

目前 还 没有 特异 性 的 修饰 剂 。 修 饰 组 氨 酸 的 试剂 有 : 重 气 -1- 氢 -四 唑 (DHT)c23、 书 氧 基 甲 
酸 栈 (也 叫 焦 矶 酸 二 乙 酯 )c29 .2,4- 二 硝 基 氟 苯 .a- 卤 酸 、 碘 、N- SLICE REE ALCP 

6, SPARE IE OM BENG EH 

PARC. BER Be tL ZS REAL, RETE RL TE we BEER. Ss MLC EEF ki UT ae HLS RK 
中 的 羧 酰胺 基 甲 基 - 蛋 氨 酰 键 ,此 反应 类 似 于 溴 化 氰 裂解 肽 键 的 反应 5293。 在 碱 性 PH, Beth 
综 基 乙醇 作用 ， 可 再 生出 硫 酷 。 此 外 还 可 用 HaOn Au FR A LIC AE 过 时 本 
除了 能 氧化 半 个 胱 氨 酸 和 色 氨 酸 外 ,还 能 把 蛋氨酸 转变 成 砚 。 

7、 色 所 酸 残 基 侧 链 的 修饰 

N- 省 代 琥 珀 酰 亚 胺 在 温和 条 件 下 氧化 色 氨 酸 。 酷 、 组 、 半 胶 所 酸 也 同时 被 氢化 。 这 反应 可 用 
于 分 光 光 度 法 测定 蛋白 质 中 色 氨 酸 的 含量 ,并 能 在 色 氨 酸 和 酷 氨 酸 残 基 处 选择 性 化 学 裂解 肘 
6°", (UW 2- 产 基 -5- 硝 基 蘑 基 澳 要 在 强酸 介质 中 进行 , 产物 是 复杂 的 混合 物 。 主要 副 反 应 是 
BSC Hy eee, | 

8、 和 蛋白 质 中 酷 氨 酸 残 基 侧 链 的 修饰 

修饰 酚 环 可 以 得 到 具有 不 同 最 大 吸收 和 不 同 消 光 系 数 的 发 色 基 团 。 酚 叛 基 的 PK, 对 环 的 取 
代 也 敏感。 因此 ,通常 用 分 光 光 度 法 检查 酷 氨 酸 的 修饰 ,但 常常 检 不 出 副 反 应 。 如 用 .N- 忌 酰 咪 
唑 修饰 酷 氛 酸 时 ,其 产物 在 278 nm 处 的 光 吸 收 显著 减弱 ;在 262 nm 处 的 光 吸 收 增强 。 

修饰 酷 气 酸 的 常用 方法 是 碘 化 法 和 硝化 法 。 蛋白 质 的 磺 化 是 很 有 意义 的 修饰 , 因为 有 二 个 
放射 性 同位 素 、.I25、Ils! 可 供 利用 。 在 弱 碱 性 pH 下 ,蛋白 质 碘 化 的 主要 产物 是 单 矿 和 二 矿 衍 入 
牺 "5。 但 也 可 能 发 生 组 氨 酸 碘 化 , 半 网 氨 酸 和 和 蛋 气 酸 侧 链 氧 化 。 还 要 注意 不 寻常 的 氧化 反应 可 
能 发 生 , 如 ,溶菌 酶 中 的 色 氨 酸 残 基 容 易 氧 化 。 因 此 ,引进 较 温 和 的 硼 化 法 看 来 是 很 有 意义 的 。 

用 四 硝 基 甲 烧 CTNM) 修 饰 酷 氨 酸 看 不 少 优点 。 修 饰 产 物 3- 硝 基 厂 氨 酸 的 DK, 大约 是 7。 
稍 基 尖 天 帘子 在 可 见 光谱 区 有 强烈 吸收 , 因而 可 以 很 容易 测定 俏 化 程度 和 修饰 残 基 pK, 的 剧烈 

变化 对 结构 和 功能 的 影响 。3- 硝 基 厂 氮 酰 残 基 有 旋光 性 ,此 外 它 的 吸收 光谱 对 环境 的 极 性 也 很 
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签 感 ;所 以 ,可 以 用 它 作 为 “报告 " 基 团 。 3- 硝 基 酷 氨 酸 在 酸 水 解 条 件 下 相当 稳定 ， 而 且 能 用 氨基 
酸 分 析 定量 。 | 

TNM 在 研究 栈 氛 酸 的 修饰 中 虽 有 上 述 优点 ,但 也 有 一 些 问题 。TNM 能 促进 蛋白 质 中 分 子 
内 和 分 子 间 的 交 联 。 除 了 交 联 以 外 , TNM 还 能 氧化 半 胱 氨 酸 和 蛋氨酸 残 基 cs。 除了 这 些 限制 
以 外 ; 分 级 和 鉴定 蛋白 质 衍生 物 的 技术 必须 非常 有 效 。 在 这 方面 促 黄体 激素 硝化 产物 的 分 离 就 
是 一 个 很 好 的 例子 cs。 

第 四 节 亲 和 标 记 

亲 和 标 记 是 一 种 特殊 的 化 学 修饰 方法 。 它 是 利用 酶 和 底 物 的 亲 和 性 , 使 用 与 酶 底 物 类 似 的 
修饰 剂 ,对 酶 活性 部 位 上 的 氨基 酸 残 基 进 行 共 价 标记 。 因 此 ,此 法 对 研究 酶 的 结构 与 功能 具有 重 
要 意义 ,这 一 点 将 在 第 十 二 章 讨论 。 这 里 只 简 述 亲 和 标 记 的 一 般 情况 。 

设计 亲 和 标 记 要 满足 二 个 条 件 :第 一 , 亲 和 试 剂 应 当 对 活性 部 位 专 一 性 地 结合 ;第 二 , 亲 和 斌 
剂 必须 含有 能 与 某 些 氨基 酸 效 基 起 反应 的 化 学 基 团 。 在 适宜 的 条 件 下 , 反应 只 能 在 活性 部 位 上 
及 其 附近 的 氨基 酸 残 基 上 进行 。 蛋 白质 的 正常 的 配 位 体 \ 底 物 和 抑制 剂 的 结构 ,可 作为 设计 亲 和 
试剂 (特异 部 位 试剂 ) 的 参考 。 亲 和 试剂 有 时 也 叫 导向 活性 部 位 的 试剂 。 关 于 亲 和 标 记 的 历史 和 
基本 原理 在 文献 5- 中 已 有 详细 讨论 。 

素 和 试剂 作为 底 物 类 似 物 有 如 下 标准 ;第 一 ,反应 速度 对 试剂 浓度 的 依赖 关系 应 当 表 明 结合 
部 位 是 血 和 的 ;第 二 ,对 正常 的 配 位 体 来 说 , 参加 反应 的 试剂 的 量 应 与 结合 部 位 的 数目 成 化 学 计 
量 关系 ;第 三 ,正常 配 位 体 的 存在 应 减 弱 与 底 物 类 似 物 的 反应 速度 。 

对 于 一 个 特定 的 酶 ,设计 亲 和 标 记 只 是 一 个 有 机 化 学 中 的 问题 。 查 阅 文献 就 可 以 知道 ,大 多 
数 成 功 的 亲 和 标 记 研 究 都 是 用 oo RCRA KB RAR) .ce- 卤 代 酮 进行 的 。 这 类 化 合 
秘 有 一 个 有 利 条 件 , 即 它们 能 与 蛋白 质 分 子 的 每 一 个 亲 核 侧 链 反应 。 例如 ,a- 卤 代 酸 、 齿 代 酰 胺 
和 带 有 卤 代 乙酰 基 的 底 物 类 似 物 可 与 各 种 酶 活性 部 位 中 的 -氨基 ,羧基 咪唑 基 、 理 基 , 共 酚 的 
和 脂肪 族 的 产 基 反应 。 标 记 的 特异 性 主要 是 由 于 试剂 与 蛋白 质 形 成 的 复合 物 大 大 增加 了 结合 部 
位 上 试剂 的 浓度 ,因此 , 当 溶 液 中 试剂 的 浓度 低 时 ， 也 能 看 到 在 结合 部 位 上 的 特异 反应 。 选择 性 
取代 的 速度 将 决定 于 试剂 与 结合 部 位 互补 的 程度 ,决定 于 试剂 对 结合 部 位 上 的 亲 核 物 的 倾向 性 。 
因此 , 底 物 类 似 物 往往 会 使 反应 速度 大 大 加 强 。 例如 , ca-N- 甲 们 矿 酰 -L- 赖 氨 酸 握 甲 基 页 
CTECK) 与 clostripain 活性 部 位 上 的 往 基 的 反应 速度 ,在 同样 条 件 下 , 比 它 与 半 胱 氨 酸 的 琉 基 的 
反应 速度 快 10? 倍 。 

应 当 指出 , 亲 和 标 记 并 不 总 是 产生 单一 部 位 的 修饰 。 省 代 丙 醒 酸 盐 能 酯 化 一 种 醛 缩 酶 活 性 
部 位 上 的 羧基 ,也 能 烷 化 它 的 琉 基 se, 形成 的 酯 和 硫 醇 盐 的 比例 取决 于 盐 浓 度 。 在 1M NaCl 
溶液 中 ,有 利于 硫 醇 盐 生 成 。 这 是 由 于 此 酶 有 二 个 不 同 的 构象 ,这 二 个 构象 随 盐 浓度 而 成 比例 地 
改变 。 因 为 溴 代 丙酮 酸 盐 对 这 二 种 构象 中 活性 部 位 上 亲 核 物 的 倾向 性 不 同 ,因此 ,产生 不 同 的 共 
价 产物 。 

末 和 标记 的 另 一 种 有 用 的 形式 是 使 用 具有 潜在 反应 基 团 的 底 物 类 似 物 。 这 类 化 合 物 叫做 
“Kat 抑制 剂 ” 因 为 它们 作用 的 机 理 是 通过 目标 酶 将 其 转变 成 有 反应 性 的 修饰 剂 =9。 例如 , 大 
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肠 杆菌 8- 羟 八 基 硫 酯 还 原 酶 可 被 底 物 类 似 物 A3, 人 全 基 N- 乙 酰 半 胱 胺 不 可 逆 换 制 。 此 BRE 
没有 反应 性 的 烽 属 底 物 类 似 物 转变 成 有 高 度 反 应 性 的 共 轧 两 二 烯 ,此 物 能 使 酶 活性 部 位 止 的 组 
Amb. 
iA, Keat 抑制 剂 比 一 般 的 底 物 类 似 物 要 特异 得 多 , 因为 它 的 潜在 反应 基 团 是 在 它 到 达 目 
标 酶 的 活性 部 位 上 , 才 开始 起 作用 。 文 献 中 95 详细 讨论 了 Keat 抑制 剂 , 强调 指出 了 它 在 治疗 上 
的 价值 。 
SAD wth + th iz 
光化学 标记 是 凌 和 标记 的 一 个 很 重要 的 变 体 , 因 此 ,有 时 也 叫 光 杀 和 和 标记。 此 法 是 Westhe- 
imer 及 其 同事 于 1962 年 提出 的 "" "。 它 是 将 重 气 基 引 入 到 试剂 中 , 这 个 试剂 能 共 价 或 非 共 价 地 
结合 在 酶 的 活性 部 位 上 上。 因此, 重 氮 基 也 就 被 带 到 紧 靠 活性 部 位 的 残 基 上 。 重 气 基 在 温和 的 
pH 温度 条 件 下 ,经 光 疏 射 (4 之 315 nm) 变 成 有 芭 应 性 的 卡宾 (carbene), 卡宾 再 与 周 国 的 基 团 反 
应 ,甚至 能 插入 到 C 一 互 键 。 这 样 就 有 可 能 标记 路 肪 族 残 基 。 卡 宾 的 能 量 很 高 ， 反 应 了 迅速， 而且 
在 它 播 入 到 附近 的 氨基 栈 残 基 或 溶剂 以 前 ,蛋白质 的 构象 不 大 可 能 发 生 改 变 。 此 法 在 研究 胰 凝 
乳 和 蛋白酶 和 胰 酶 的 活性 部 位 时 ,得 到 有 用 的 结果 。 c- 胰 凝 乳 蛋 自 酶 与 C: -标记 的 对 碰 基 茶 重 氮 
乙酸 盐 反 应 ,得 到 钝 化 的 单 重 氮 乙 酰 胰 凝 乳 蛋白 酶 c9]。 由 产物 光 分 解 产 生 的 卡宾 主要 ( 约 5526 ) 
进入 水 中 ,形成 乙醇 酸 ,同时 再 生出 相应 量 的 活性 酶 ,其 途径 如 下 所 示 ， 
iii —CH,—O—COCHN,—>#ii CH, -O—CH: +N, 
(卡宾 ) 
| ao (22) 


iy —CH,OH HOCH;COOHe 酶 _CH, 0O_CO_CH,OH 
但 是 ,有 20 一 25% 的 放射 性 进入 到 蛋白 质 中 。 形 成 的 产物 包括 :0O- 羧 甲 基 丝 氨 酸 、1- 羧 甲 基 组 氨 
RA O- 羧 甲 基 酷 氨 酸 。 头 二 个 产物 是 胰 凝 乳 蛋白 酶 活性 部 位 上 的 丝氨酸 、 组 氨 酸 残 基 的 衍生 
物 。Hexter 令 人 信服 地 证 明了 , 表 过 分 子 间 反 应 ,在 胰 凝 乳 和 蛋白酶 二 体内 形成 O- 羧 甲 基 栈 氢 
PR), 因此 ,光化学 标记 能 提供 有 关 齐 京 体 蛋白 质 中 分 子 内 和 分 子 间 相互 关系 方面 的 信息 。 

重 氮 酰基 衍生 物 有 一 些 人 缺点。 脂肪 族 重 所 化 合 物 需要 有 临近 羧基 或 其 它 拉 电 子 基 团 来 稳定 
它 。 光 分 解 这 样 的 化 合 物 导致 wolff 重 排 ,形成 乙烯 珊 。 光 分 和 解 产生 的 卡 宣 大 部 分 转变 成 这 企 
产物 。 当 附近 没有 好 的 亲 核 剂 时 ,乙烯 酮 迅速 与 水 反应 。 脂 肪 族 重 气 化 合 物 在 水 溶液 中 的 稳定 
性 也 有 限 。 

Fleet 等 人 引入 带 芳香 基 的 彼 扼 化合物 作为 光化学 标记 试剂 "3。 这 些 化 合 物 在 黑暗 中 是 稳 
we 1, {HFA A> 400 nm FORAY oF" Ae a Dae De BCP Hi (nitrene)., BU 


| | 
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在 芳香 氨 烯 中 ,分 子 内 重 排 无 关 紧要 。 象 卡宾 一 样 , 氨 烯 也 能 插入 到 C—H 键 中 ; 文献 中 c4s3 介 绍 
了 用 芳香 氮 烯 作为 反应 基 亲 和 标记 抗体 的 研究 情况 。 

用 芳香 酮 作为 光 亲 和 标记 试剂 看 来 有 很 多 优点 c49。 用 4 之 320 nm 的 光照 射 ， 很 容易 产 生 
三 重 态 的 芳香 酮 ,这 种 酮 不 溶 于 水 ,不 能 发 生 重 排 或 分 子 内 反应 。 

可 以 相信 ， 光化学 标记 会 有 越 来 越 多 的 用 途 。 在 放射 性 标记 膜 上 的 特殊 大 分 子 和 其 它 细 胞 
器 方面 ,光化学 标记 似乎 是 很 有 价值 的 。 


第 六 节 敏 化 光 氧 化 


当 光 敏 剂 ( 即 对 光敏 感 的 物质 , 如 结晶 紫 ,. 甲 烯 兰 .磷酸 吡 哆 醛 等 ) 与 蛋白 质 共 存 时 , 若 用 可 见 
光照 射 , 则 光敏 剂 能 产生 亲 电 子 的 单 态 氧 ,去 氧化 蛋白 质 的 氨基 酸 侧 链 , 这 就 是 蛋白 质 的 敏 化 光 
氧化 过 程 。 对 此 过 程 目前 有 二 种 看 法 。 一 种 认为 , 敏 化 光 氧 化 并 不 决定 于 光敏 剂 与 蛋白 质 间 的 
特异 性 络 合 ; 另 一 种 认为 , 正 是 由 于 光敏 剂 与 蛋白 质 形成 特异 性 的 共 价 (或 非 共 价 ) BAD, AE 
蛋白 质 的 敏 化 光 氧 化 具有 部 位 特异 性 和 立体 特异 性 。 

敏 化 光 氧 化 法 已 经 引入 二 十 多 年 了 , 但 多 年 来 很 少 得 到 应 用 。 可 是 ， 最近 对 各 种 光敏 剂 
选择 性 的 研究 ,特别 是 对 反应 条 件 的 研究 ,取得 了 可 喜 的 进展 。 

光敏 化 氧化 氨基 酸 的 主要 机 理 看 来 是 ,能 量 从 三 重 态 敏 化 剂 转 移 到 基态 三 重 氧 ,从 而 产生 单 
纯 态 , 亲 电 子 的 单 态 氧 可 能 进攻 富有 电子 的 半 胱 氨 酸 ,蛋氨酸 .组 氨 酸 、 色 氨 酸 、 酷 氨 酸 侧 链 -:。 
在 低 pH 下 ,质子 化 的 组 氨 酸 、 酷 氨 酸 残 基 在 光 氧 化 期 间 是 稳定 的 。 小 心 控 制 反应 条 件 、 适 当选 
择 敏 化 剂 ,可 以 选择 性 地 修饰 半 胱 氨 酸 ,蛋氨酸 或 色 氛 酸 。 迄今 , 研究 过 的 蛋白 质 的 数目 有 限 。 
据 报 告 , 光 敏 化 氧化 能 显示 出 很 强 的 侧 链 特 异性 ,而且 没 有 副 反 应 。 


第 七 节 双 功 能 试剂 


近年 来 ,设计 了 一 些 对 称 的 “ 双 头 "试剂 , 可 以 在 相隔 较 近 的 两 个 氨基 酸 残 基 之 间 搭 桥 ， 形成 
多 肽 链 内 的 交 联 ,而 不 引起 蛋白 质 构 象 的 重大 改变 ， 这 种 试剂 称 为 双 功 能 试剂 。 文献 中 5 简要 
介绍 了 双 功 能 试剂 的 类 型 \ 反 应 条 件 、 特 异性 等 。 双 功能 试剂 主要 有 以 下 几 类 ， 
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R=—CH,—; ACW RB— AR 
R=—(CH,),—; GOVER— FR 
R=—(CH,).—; 辛 二 亚 胶 酸 二 甲 酯 
蛋白 质 与 双 功 能 试剂 的 反应 ， 直 接 有 助 于 通过 接近 效应 来 研究 蛋白 质 的 折 县 。 当 蛋白 质 浓 
度 很 大 时 , 双 功 能 试剂 也 能 形成 分 子 间 的 交 联 键 , 使 蛋白 质 对 变性 趋 于 稳定 。 在 病毒 . 核 微粒 , 搞 
原 - 抗 体系 统 等 多 相 而 复杂 的 生物 体系 中 , 双 功 能 试剂 的 应 用 很 有 发 展 前 途 。 
双 功 能 试剂 可 用 来 测定 蛋白 质 亚 基 的 量 。 例 如 ,用 辛 二 亚 胺 酸 二 甲 酯 与 齐 聚 体 蛋 白 作 用 ,使 
在 同一 亚 基 内 和 多 个 亚 基 的 赖 氨 酸 残 基 之 间 形 成 交 联 , 再 进行 SDS- 聚 丙烯 酰 足 凝 胶 电 泳 ， 即 可 
测定 齐 聚 体 蛋 白 的 分 子 量 和 亚 基数 目 ,以 益 明 亚 基 的 组 合 情 况 ( 如 是 单 体 . 二 体 还 是 三 体 等 六 。 
提高 交 联 反应 特异 性 的 方法 很 多 。 为 此 ,常常 要 小 心 控制 pPH。 设 计 双 功能 试剂 要 利用 蛋白 
质 上 活 涛 的 反应 基 。 例 如 ,二 省 丙酮 能 与 木瓜 酶 .无花果 蛋白 酶 活性 部 位 上 的 斑 基 非常 迅速 和 特 
异性 地 反应 ， 然 后 与 临近 的 组 氨 酸 残 基 形 成 一 个 分 子 内 的 交 联 键 。 使 用 基 团 特 异性 高 的 试剂 党 
能 得 到 选择 性 交 联 。 
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第 八 节 ”化 学 修饰 的 某 些 应 用 


化 学 修饰 的 应 用 ， 在 前 面 的 各 节 中 已 经 涉及 到 了 。 下 面 再 作 一 简单 概括 a 

一 、 蛋 白质 的 结构 与 功能 
”化 学 修饰 在 这 方面 的 应 用 最 多 ,研究 得 也 比较 细 。 在 核磁 共振 出 现 以 前 ,研究 蛋白 质 的 结构 
与 功能 的 关系 主要 靠 化 学 修饰 ， 特 别 是 蛋白 质 的 可 逆 化 学 修饰 ,在 这 方面 能 提供 大 量 的 信息 。 

在 第 三 节 中 已 经 谈 到 ,修饰 蛋白 质 的 氨基 的 过 程 中 ,可 以 向 蛋白 质 引 入 正 电 荷 或 负电 荷 。 通 
过 蛋白 质 的 羧基 同 水 溶性 矶 二 亚 胺 反应 ， 也 可 以 向 蛋白 质 中 引进 一 个 正 电荷 。 这 样 就 改变 了 和 蛋 
白质 的 表面 电荷 。 由 此 而 产生 的 静电 效应 常 引 起 分 子 膨胀 ,这 有 利于 蛋白 质 和 水 的 相互 作用 , 甚 
至 可 造成 蛋白 质 分 子 之 间 的 接触 点 断裂 。 因 此 ,不 需 加 入 脲 或 且 , 一 些 齐 聚 体 蛋白 质 即 选 择 性 地 
被 解 离 成 可 溶性 亚 基 。 它 们 在 水 中 很 少 发生 聚 集 , 并 保持 其 生物 活性 ,从 而 大 大 便利 了 这 些 蛋 白 
RAF RH AME”, 
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常用 此 酶 水 解 蛋白 质 ,以 制备 肽 碎片 ,这 就 提出 了 如 何 防止 精 氛 酸 和 赖 氮 酸 相互 干扰 的 问题 。 为 
此 可 利用 选择 性 化 学 修饰 剂 修饰 精 氨 酸 或 赖 氨 酸 ,使 水 解 局 限 在 其 中 一 个 残 基 的 肽 键 上 。 

化 学 修饰 也 可 用 于 免疫 化 学 。 最 初 用 来 证 明 抗 非 生物 性 的 半 抗 原 ( 如 二 硝 基 葵 基 ) 的 抗体 可 
以 在 体内 产生 。 抗原 和 抗体 的 结合 取决 于 同一 类 型 的 非 共 价 相互 作用 。 化 学 修饰 抗体 后 , 再 测 
定 它 与 抗原 相互 作用 的 能 力 是 否 有 改变 ,就 能 知道 与 束缚 有 关 的 功能 基 的 类 型 。 

关于 双 功 能 试剂 在 研究 蛋白 质 的 结构 与 功能 中 的 应 用 已 在 第 七 节 中 谈 过 了 。 

文献 中 "2 介绍 了 一 些 用 来 影响 蛋白 质 的 功能 性 质 的 化 学 修饰 

=, & 

现在 ,选择 性 化 学 修饰 已 日 益 广 泛 地 用 于 酶 类 活性 部 位 的 组 成 及 其 催化 作用 机 理 的 研究 ,如 
对 胰 凝 乳 蛋 白 酶 等 活性 部 位 的 研究 。 与 此 有 关 的 部 分 将 在 第 十 二 章 叙 述 。 

=. WR 

有 人 用 四 硝 基 甲 烷 修饰 酷 氨 酸 残 基 的 反应 ,比较 了 促 黄 体 生 成 素 (LH) 和 促 甲 状 腺 素 (TSH) 
的 gc 和 B- 亚 基 的 多 肽 链 组 成 ,并 证 明 LH-c 链 的 第 41 位 酷 氨 酸 残 基 参 与 了 c 和 B- 亚 基 之 间 


NH 
的 相互 作用 9。 所 报导; 以 乙 胀 (CHs 一 CC ， 与 甲状 旁 腺 激素 (PTH) 所 含 所 基 起 反应 ， 在 
2 


10 个 氨基 中 共有 8 FRAME. FRSA RS CORSE ETT IE, FY ill ee PTH AY AAR ERO, 
此 外 ,在 血浆 代用 品 的 研究 中 也 用 到 了 化 学 修饰 。 用 选择 性 化 学 修 秘法 可 以 消除 牛 血 清白 
蛋白 的 抗原 "决定 徐 ”。 如 ,经 甲 基 化 等 操作 处 理 后 ,天 然 牛 血清 白 蛋白 的 大 部 分 抗原 决定 徐 被 破 
坏 -“…。 但 能 否 采用 动物 血 , 经 加 工 以 代替 人 血 输 入 人 体 , 尚 有 不 少 问 题 有 待 解决 。 
人 静脉 注射 用 的 生物 学 药品 也 要 求 没 有 抗原 性 。 例如 ， 天 冬 酰胺 酶 是 治疗 白血病 的 有 效 药 
帕 , 但 它 往 往 带 有 抗原 性 , 若 不 除去 ,再 度 使 用 可 能 引起 免疫 休克 。 因 此 ,有 人 用 聚 乙 二 醇 修 饰 此 
酶 的 二 个 氨基 ,结果 ,虽然 酶 活力 丧失 较 多 (只 保留 15% ) ,但 完全 消除 卫 抗 原 性 5 。 


习 题 


1. 什么 是 蛋白 质 的 化 学 修饰 ? 什么 是 蛋白 质 的 选择 性 化 学 修饰 ? 
2. 化 学 修饰 的 基本 原理 包括 那些 内 容 ? 影响 蛋白 质 功 能 基 反 应 性 的 因素 有 哪些 ? 影响 修饰 剂 反应 性 的 因 


素 有 哪些 ? 
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3. 解释 化 学 修饰 的 结果 要 注意 哪些 问题 ? 考虑 哪些 因素 才能 认为 一 个 蛋白 质 修 饰 结果 是 完整 的 、 有 意义 
4. 如 何 选择 蛋白 质 修饰 剂 ? 控制 修饰 程度 和 修饰 部 位 的 方法 有 哪些 ? 怎样 才能 得 到 特异 性 高 的 选择 修 


5. 蛋白 质 有 哪些 侧 链 可 被 化 学 修饰 ? 用 来 修饰 的 主要 试剂 是 什么 ?” 有 何 优 缺 点 ? 
6. 裂解 二 硫 键 的 方法 有 哪些 ?有 何 用 途 ? 

7. 什么 是 亲 和 标 记 ? 它 有 何 价值 ? 设计 亲 和 标 记 要 满足 什么 条 件 ? 

8. 什么 是 光化学 标记 和 敏 化 光 氧 化 ? 

9. 双 功 能 试剂 在 蛋白 质 研 究 中 有 何 作用 ? 

10. 化 学 修饰 在 生物 学 中 有 何 应 用 ? 
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第 一 节 引 eosin 


BARAT VAT HEM, hit, BRR ASCE DREN EAM Rb. A 
白质 分 子 具 有 一 条 或 多 条 肽 链 。 肽 链 既 不 是 直线 ,也 不 是 任意 的 线 团 , 而 是 在 三 维 空间 上 有 特定 
的 走向 与 排 布 。 

蛋白 质 分 子 的 构象 又 叫 空间 结构 ,高 级 结构 ,立体 结构 ,三 维 构象 , 等 等 , 指 的 是 ， 和 蛋白 质 分 
子 中 所 有 原子 在 三 度 空间 中 的 排 布 。 

蛋白 质 的 分 子 结构 可 以 分 成 一 级 结构 ,二 级 结构 ,三 级 结构 和 四 级 结构 。 

关于 蛋白 质 二 ,三 级 结构 的 定义 ,有 不 同意 见 , 这 里 作 下 列 定义 ， 

所 谓 二 级 结构 ,就 是 指 :多 肽 链 主 链 骨 架 中 的 若干 肽 段 , 各 自 沿 着 某 个 轴 盘 旋 或 折 迭 ;并 以 氢 
键 维系 ,从 而 形成 有 规则 的 构象 , 如 xc- 螺 旋 ,C- 折 和 迭 和 B- 转 角 等 。 二 级 结构 不 涉及 氨基 酸 残 基 
的 侧 链 构象 。 

所 谓 三 级 结构 ,就 是 指 : 一 条 多 肽 链 在 二 级 结构 的 基础 上 , 由 于 其 顺序 上 相隔 较 远 的 氨基 酸 
残 基 侧 链 的 相互 作用 ,而 进行 范围 广泛 的 盘旋 和 折 迁 ,从 而 产生 特定 的 很 不 规则 的 球状 构象 。 换 
句 话说 ,三 级 结构 指 的 是 :一 条 多 肽 链 中 所 有 原子 的 空间 排 布 。 三 级 结构 不 涉及 一 条 多 肽 链 上 的 
原子 与 另 一 条 多 肽 链 的 关系 。 必 须 指 出 ,该 定义 仅 适 用 于 球状 蛋白 。 


有 关 四 级 结构 的 定义 将 在 第 五 节 叙 述 。 
有 些 蛋 白质 分 子 仅 有 一 二 ,三 级 结构 ， 而 没有 四 级 结构 , 如 肌 红 蛋白、 细胞 色素 “、 溶菌 酶 、 
BRAGS . 羧 肽 酶 A, 等 等 ;另外 一 些 蛋 白质 分 子 , 不 但 有 一 、 二 ,三 级 结构 ,而 且 还 有 四 级 结构 ， 


如 血红 蛋白 、 固 气 酶 .乳酸 脱 氢 酶 .天 冬 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶 ,等 等 。 
在 描写 蛋白 质 分 子 空 间 结构 方面 ,过 去 常用 构象 与 构 型 这 两 个 容易 混 消 的 概念 , RE, 大 家 
认为 ,这 两 个 概念 ,应 有 所 区 别 ,确定 用 构象 一 词 。 


“ 构 型 指 的 是 ,在 一 个 化 合 物 分 子 中 ,原子 的 空间 排列 ,这 种 排列 的 改变 ,会 涉及 到 共 价 键 的 


生成 与 破坏 ,但 与 氨 键 无 关 , 如 氨基 酸 的 D- 和 工 -型 是 构 型 。 

“构象 " 指 的 是 ,多 肽 链 中 的 一 切 原子 ,由 于 单 键 的 旋转 而 产生 不 同 的 空间 排 布 ; 这 种 空间 排 
布 的 变化 , 仅 涉 及 到 氢 键 等 次 级 键 的 生成 与 断裂 ,但 不 涉及 共 价 键 的 生成 与 断裂 。 

蛋白 质 的 功能 ,不 仅 与 蛋白 质 的 一 级 结构 有 关 ，, 而 且 还 与 蛋白 质 的 空间 结构 有 关 。 如 果 我 们 
只 了 解 蛋 白质 的 一 级 结构 , 而 不 了 解 蛋 白质 的 空间 结构 ， 那 末 , 我 们 就 不 可 能 全 面 彻 底 地 益 明 和 蛋 
白质 结构 与 功能 的 相互 关系 。 例如 :Ser-195、His-57、Asp-102 是 胰 凝 乳 蛋白 酶 分 子 的 活性 党 
位 。 如 果 我 们 不 了 解 胰 凝 乳 蛋白 酶 分 子 的 空间 结构 , 那 末 , 我 们 就 无 法 理解 在 多 肽 链 的 氨基 酸 顺 
序 上 相距 很 远 的 这 三 个 氨基 酸 残 基 为 什么 能 够 在 一 起 共同 催化 底 物 反应 。 (Aye, Fea ST Cae 
的 空间 结构 之 后 , 我 们 就 会 知道 , 这 三 个 氨基 酸 残 基 , 虽然 在 肽 链 的 氨基 酸 顺 序 上 相 中 很 远 , 但 


* 178+ 


a ee eee 


是 ,由 于 肽 链 的 盘旋 、 折 和 迭 ,使 它们 紧密 接近 ,形成 了 一 个 四 形 的 夹攻 底 物 的 活性 部 位 。 由 此 可 
见 , 没 有 一 定 的 空间 结构 , 这 三 个 氨基 酸 残 基 是 不 可 能 在 一 起 共同 催化 底 物 反应 的 。 因此 ,为 了 
要 午 清 蛋白 质 结 构 与 功能 的 相互 关系 , 我 们 不 仅 要 测定 蛋白 质 的 一 级 结构 , 而 且 更 要 测定 它 的 
空间 结构 。 

由 于 空间 结构 对 于 生物 功能 的 重要 性 ,因此 , 早 在 本 世纪 三 十 年 代 , 就 有 人 研究 蛋白 质 空间 
结构 。 从 本 世纪 三 十 年 代 起 ,直到 现在 , 蛋白 质 空 间 结构 的 研究 , 已 经 有 将 近 五 十 年 的 历史 了 。 
它 经 历 了 两 个 发 展 时 期 。 这 两 个 发 展 时 期 , 大 致 上 可 以 以 1960 年 为 分 界线 。 在 1960 年 以 
前 ,研究 的 对 象 主要 是 结构 较 简 单 的 各 种 纤维 蛋白 ,研究 的 主要 途径 是 :建立 模型 ,以 解释 纤维 蛋 
白 的 X- 射 线 衍 射 图 。 1951 年 Pauling 和 Corey 根据 他 们 在 氨基 酸 和 小 肽 方面 进行 X- 射 线 结 
构 分 析 所 获得 的 键 长 、 键 角 数 据 , 提 出 了 蛋白质 立体 化 学 原理 和 cx- 螺 旋 模 型 ,从 而 为 蛋白 质 空间 
结构 的 研究 , BET 理论 基础 ,为 研究 蛋白 质 空间 结构 的 历史 征途 , 树立 了 第 一 个 里 程 碑 。 
1960 年 ，Kendrew 及 其 同事 ,由 于 实验 技术 的 重大 突破 , 第 一 次 以 2A 分 辩 力 的 X- 射 线 结 构 分 
析 法 ,揭示 了 肌 红 蛋白 的 二 ,三 级 结构 ,第 一 次 证 实 了 cx- 螺 旋 的 存在 ,从 而 为 蛋白 质 空间 结构 的 研 
究 , 开 辟 了 一 条 新 途径 ,为 研究 蛋白 质 空间 结构 的 历史 征途 树立 了 第 二 个 里 程 碑 。 从 此 以 后 , 研 
究 的 主要 对 象 是 结构 复杂 的 结晶 球 蛋白 ,研究 的 主要 途径 是 : 制备 合适 的 蛋白 质 单 晶 ， 同 时 ， 制 
备 引 入 重金 属 原 子 的 同 晶 型 蛋白 质 单 唱 ， 记 录 与 分 析 这 两 种 样品 的 X- 射 线 衍 射 图 ,确定 相位 , 绘 
出 电子 密度 图 ,参考 一 级 结构 ,最 后 确定 蛋白 质 空间 结构 。 

1965 年 ,Phillips 等 人 ,第 一 次 以 准 分 辩 力 ,揭示 了 溶菌 酶 分 子 的 空间 结构 ,发现 酶 分 子 表面 
有 一 个 很 次 的 裂隙 (活性 部 位 ), 从 而 为 研究 蛋白 质 空间 结构 的 历史 征途 ,树立 了 第 三 个 里 程 碑 。 

到 目前 为 止 ,运用 X- 射 线 结 构 分 析 法 ,已 对 50 多 种 蛋白 质 空间 结构 , 作出 不 同 程度 的 揭示 ， 
研究 的 最 高 水 平 ,是 1.4 和 人 A 分 辩 力 的 肌 红 蛋白 的 测定 结果 。 近 年 来 ,中 子 衍 射 法 在 研究 结晶 球 蛋 
白 的 空间 结构 方面 , 已 初 露头 角 , 比 X- 射线 结构 分 析 法 有 更 多 的 优越 性 , 正 受 到 人 们 极 大 的 重 
视 。 相 信和 在 不 久 的 未 来 ,蛋白 质 空间 结构 及 其 与 功能 相互 关系 的 研究 ,将 会 取得 更 大 的 成 就 。 


第 二 节 ， 维持 蛋白 质 分 子 构象 的 化 学 键 4wen 人 


蛋 和 白质 分 子 的 二 ,三 .四 级 结构 离开 了 化 学 键 是 不 可 能 存在 的 。 现 已 知道 , 维持 蛋白 质 分 子 
构象 的 有 下 列 化 学 键 ; 氨 键 ; 疏 水 键 ; 范 德 华 引 力 ; 离 子 键 ; 二 硫 键 ; 配 位 键 ,如 图 8-1 所 示 。 

—, Sf 
| ARX—A4il, 有 两 种 不 同 的 含意 。 第 一 种 , 指 X-H---Y 的 整个 结构 。 氢 键 的 键 长 ， 就 是 

指 , MXBY ZAR, DoH, SHH---Y 之 间 的 结合 力 。 氢 键 的 键 能 , 就 是 指 , 打开 

了 .…Y 的 结合 所 需要 的 能 

生成 氨 键 必须 具备 两 个 条 件 ; 

中 必须 有 氢 的 供 体 (X-H)， 这 X 原子 必须 是 电 负 性 较 大 、 半 径 较 小 的 原子 , 如 , N, O, F, 
Cl, 

Q 必须 有 氢 的 受 体 (Y), 这 Y 原 子 必 须 是 电 负 性 较 大 ,半径 较 小 、 含 独 对 电子 的 原子 ,如 ;N， 
O,F,Cl, 
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图 8-1 维持 蛋白质 分 子 构象 的 各 种 化 学 键 
(a) BUF SEs (b) 氢 链 ;(c) 疏水 键 5(d) 范 德 华 引 力 g(e) — HB. 
与 电 负 人 性 较 大 的 X 原子 共 价 结合 的 联 原子 , 由 于 其 本 身 带 正 电荷 ， 没 有 内 层 电子 ; 半径 较 
小 , 不 被 其 它 原子 排斥 , 因而 , 能 与 另 一 个 电 负 性 较 大 、 半径 较 小 的 立 原子 的 独 对 电子 ， 互 相 吸 
引 , 生 成 氨 键 , 即 X-H.….Y。 
在 二 条 多 肽 链 之 间 , 或 一 条 多 肽 链 的 不 同 部 位 之 间 , 主 链 骨 架 上 的 痿 基 氧 原子 与 亚 氨基 氧 原 
FH ARE | 


RHCC >c=o 
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N;,H,O，,C 在 一 条 直线 上 , AM REKMH 8 千 卡 / 克 分 子 , 氢 键 长 度 为 2.79 土 0.12 A, 
这 种 氢 键 ,对 于 维持 蛋白 质 二 级 结构 ,保持 蛋白 质 的 稳定 性 ,起 着 极其 重要 的 作用 。 

在 蛋白 质 的 某 些 侧 链 之 间 ， 如 酷 氨 酸 残 基 的 一 OH 基 与 谷 氮 酸 残 基 或 天 冬 氨 酸 残 基 的 
—COOH 36, 可 以 生成 气 键 ， 


六 
ac O NH 
>cH 一 cH 二 SC 
RE tb 0% C=0 
be . 
某 些 侧 链 与 主 链 骨架 之 间 , 如 Tyr 的 OH 基 与 主 链 骨 架 的 C=O 基 , 可 以 生成 氢 键 ， 
She 
ies CHR 
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3 S 
侧 链 之 间 及 侧 链 与 主 链 骨架 之 间 的 氨 键 ,虽然 数量 不 多 ,但 对 维持 蛋白 质 三 ,四 级 结构 , 亦 有 
一 定 的 作用 。 
在 水 溶液 中 , 极 性 水 分 子 能 与 蛋白 质 分 子 中 的 氨 供 体 或 气 受 体 生成 氨 键 ， 


之 BO、 


he Me Bg 
C=0---H-N+ O---H-O = C=O0---H-O+. O-++H-N 
a ian a: Ay, aay; 


上 述 平衡 趋向 左 方 , 即 蛋 白质 分 子 在 水 中 仍然 是 稳定 的 , 但 是 , ESV RE Pe 
Ts 

=. hi7ke 

Git 7k PERRET » PASE ESE (Birk EA) HH T EF kB RATE 力 ， 如 图 8- 
lc 所 示 。 

在 蛋白 质 分 子 中 ,含有 非 极 性 侧 链 (疏水 侧 链 ) 的 氨基 酸 残 基 有 ， 

Leu Ile Phe, Val, Try ,Ala,Pro, 

PAS ER EE RE Z TAY AY LA AE RE 7k HE, 如 ， 
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非 极 性 侧 链 与 主 链 骨 架 的 o-CH 基 也 可 以 生成 疏水 键 。 

在 蛋白 质 分 子 的 多 肽 链 中 ,上 述 氨基 酸 残 基 的 疏水 侧 链 , 有 一 种 自然 的 趋势 , 即 避 开 水 相 , 互 
相 粘 附 , 藏 于 蛋白 质 分 子 的 内 部 。 很 显然 ,疏水 键 对 于 维持 蛋白 质 分 子 的 三 .四 级 结构 ,一 定 起 着 
主要 的 作用 。 

三 、 范 德 华 引力 | 

范 德 华 引 力 又 叫 范 德 华 键 。 其 实质 也 是 静电 引力 。 它 有 三 种 表现 形式 ; 

昌 极 性 基 困 ( 如 Ser 的 一 OH 基 ) 之 间 , 偶 极 与 偶 极 的 相互 吸引 (取向 力 ); 

@ 极 性 基 团 的 偶 极 与 非 极 性 基 团 的 诱导 偶 极 之 间 的 相互 吸引 (诱导 力 )8 

@) 非 极 性 基 团 瞬时 侦 极 之 间 的 相互 吸引 (色散 力 ) 。 

其 共同 的 特点 是 :引力 与 距离 的 六 次 方 成 反比 。 

总 的 趋势 是 : 互相 吸引 ,但 不 相 碰 。 因 为 当 上 述 二 基 团 靠 得 很 近 时 ,电子 云 之 间 的 斥 力 就 增 
大 ， 使 二 者 不 能 相 碰 。 范 德 华 引 力 的 键 长 为 3 一 5A, 键 能 为 1 一 3 千 卡 / 克 分 子 。 它 对 维持 蛋白 
质 的 三 ,四 级 结构 , 亦 有 一 定 的 贡献 。 

值得 指出 的 是 :实际 上 , 气 键 就 是 一 种 特殊 的 范 德 华 引力 。 

四 、 离 子 键 

离子 键 又 叫 盐 键 , 或 盐 桥 。 离子 键 是 由 于 正 负离子 之 间 的 静电 吸引 所 形成 的 化 学 键 ， 如 图 
8-1a 所 示 。 

在 蛋 白 质 分 子 中 ,往往 有 带 正 电 荷 的 基 困 和 带 负 电荷 的 基 困 。 其 中 , 带 正 电 荷 的 基 团 有 :; 

N- 未 端的 a-NH,* 

肽 链 中 的 Lys-e-NH,* 


Arg—NH—c? 


“NH 
SN + 
-> 2 


“了 81 。 


带 负 电荷 的 基 困 有 ; 
C- 末 端的 a-COO- 
tk REP BY Asp-B-COO- 
Glu-y-COO- 

在 蛋白 质 的 空间 结构 与 环境 都 适宜 的 情况 下 ,上 述 正 负离子 可 以 生成 离子 键 , 如 图 8-1a 所 
示 。 

高 浓度 的 盐 , 过 高 或 过 低 的 pH (A, 可 以 破坏 蛋白 质 构象 中 的 离子 键 。 如 果 溶 液 的 pH LR 
基 的 pK 值 低 1 一 2 pH 单位 , 或 者 比 氨基 的 pH 值 高 1 一 2 pH 单位 ， AA, 这 些 基 团 就 不 能 生成 
离子 键 。 这 是 强酸 强 碱 使 蛋白 质变 性 的 原因 。 

五 、 配 位 键 

所 谓 配 位 键 , 就 是 指 :在 两 个 原子 之 间 , 由 于 单方 面 提 供 共用 电子 对 ， 所 形成 的 共 价 键 

不 少 蛋白 质 分 子 含有 金属 离子 。 如 : 铁 氧 还 蛋白 、 固 握 酶 铁 蛋 白 及 细胞 色素 C, 含有 铁 离子 ， 
胰岛 素 含 有 锌 离子 ,等 等 。 金属 离子 与 蛋白 质 的 连接 ,往往 是 配 位 键 。 在 一 些 金属 蛋白 质 分 子 
中 ,金属 离子 通过 配 位 键 参 与 维持 蛋白 质 的 三 ` 四 级 结构 。 当 用 歼 合 剂 从 蛋白 质 中 除去 金属 离子 
时 , 刚 蛋 白质 分 子 便 解 离 成 亚 单位 ,或 者 是 三 级 结构 遭 到 局 部 破坏 ,以 致 活力 形 失 。 

六 、 二 硫 键 - | 

二 硫 键 (-S 一 S-) 又 叫 二 硫 桥 或 硫 硫 桥 。 二 硫 键 就 是 指 , 两 个 硫 原 子 之 间 的 化 学 键 。 其 键 能 
很 大 (大 约 30 一 100 千 卡 / 克 分 子 ) ,是 很 强 的 化 学 键 。 它 可 以 把 不 同 的 肽 链 、 或 同一 条 肽 链 的 不 
同 部 分 连接 起 来 ,对 稳定 蛋白 质 的 构象 起 重要 作用 。 在 某 些 蛋白 质 中 , 二 硫 键 一 旦 破坏 ， 则 蛋白 
质 的 生物 活力 即 形 失 。 二 硫 键 的 数目 增多 , 则 蛋白 质 分 子 抗拒 外 界 因素 的 能 力也 加 强 , 即 蛋白 质 
分 子 的 稳定 性 也 增加 。 在 生物 体 中 , 具有 保护 功能 的 毛发 . 鳞 ,. 甲 、 角 .、 爪 中 的 角 蛋 和 白 ， 含 二 硫 键 
最 多 ,因此 , 角 蛋 白 对 外 界 的 一 般 物 理化 学 因素 都 非常 稳定 。 

维持 蛋白 质 分 子 二 三、 四 级 结构 的 化 学 键 ,主要 是 次 级 键 , 如 : Ae Hi eME B57. 
这 些 次 级 键 单独 存在 时 ,的 确 是 比较 弱 的 键 ,但 是 ,各 种 次 级 键 加 在 一 起 时 ,就 产生 了 一 种 足以 维 
持 蛋 白质 空间 结构 的 强大 作用 力 。 aati apace 离子 键 、 二 硫 键 或 配 位 键 也 参与 维持 蛋 
白质 空间 结构 。 


第 三 节 ”X- 射 线 结构 分 析 的 基本 原理 1,8,17,19) 


X- 射 线 是 波长 很 短 的 电磁 波 , 约 0.1 一 100 A。 结 构 分 析 用 的 是 单 色 X- 射 绕 ; 其 波长 在 1 和 人 
数量 级 ,相当 于 分 子 中 原子 之 间 的 距离 。 用 于 结构 分 析 的 仪器 是 X- 射 线 仪 。 该 仪器 主要 由 X- 
射线 管 ,滤波 器 ,高 压 系统 ,真空 系统 和 照相 机 所 组 成 。 高 压 系统 为 X- 射 线 管 提供 所 需要 的 电压 
(30 一 50 KV) ;真空 系统 使 X- 射 线 管 维持 一 定 的 真空 度 (10 和 一 10-5smmHg 柱 )。 由 和 X- 射 线 管 产 
生 的 各 种 波长 的 X- 射 线 , 经 过 滤波 器 (如 镍 片 等 ) 得 到 一 定 波 长 的 单 色 X -射线 。 单 色 斑 -射线 通 
过 晶体 ,产生 衔 射线 ,用 照相 机 记录 下 来 ,得 到 衍射 图 (图 8-2 所 示 的 一 些 误 点 与 线条 )), 然 后 ， 通 
过 对 衔 射 图 中 衍射 班 点 的 位 置 与 强度 的 测定 与 计算 ,并 参照 化 学 分 析 的 结果 ,就 可 以 确定 晶体 结 
构 。 这 就 是 X- 射 线 结构 分 析 方法 (X- 光 衍射 法 )。 
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图 8-2 -射线 衍射 示意 图 
; X; X-MAS F: 白 热 灯 丝 ,产生 电子 (e)5Cu: PARA, PHA X-HA)s Be: 窗口 

Ni; 镍 片 ， 获 得 单 色 和 -射线 ;Pb: 平行 光 系 统 ， 获得 一 束 细 而 平行 的 X-= 射 线 ;C: 纤维 样品 ; U: 未 衍射 的 光束 ; D: Hi 
射 光 束 ; P: 照相 底片 上 的 衍射 图 。 

X -射线 结构 分 析 是 研究 物质 结构 的 一 种 非常 重要 的 方法 。 它 在 研究 蛋白 质 分 子 的 空 间 结 
构 及 其 与 功能 的 相互 关系 方面 ,也 发 挥 了 巨大 的 作用 。 由 于 这 一 方法 的 应 用 ,蛋白 质 分 子 的 空间 
结构 及 其 与 功能 的 相互 关系 的 研究 ,取得 了 一 些 重大 的 突 礁 。 

X- 射 线 结构 分 析 是 一 种 非常 复杂 的 实验 技术 。 本 季 仅 就 X- 射 线 结构 分 析 的 基本 原理 ， 作 

一 简单 介绍 。 详细 情况 请 看 有 关 参 考 书 。 

一 、 晶 体 结构 的 基本 知识 

日 常 所 见 的 许多 晶体 ,如 ， 氧化 钠 、 金 刚 石 等 ,外 形 都 是 非常 有 规则 的 。 外 形 的 规则 性 是 内 
部 结构 的 反映 。 

盟 体 通常 是 由 离子 ,原子 或 分 子 构成 的 。 例 如 ， 食 盐 晶 体 是 由 Na+ 与 CI 构成 的 , 叫 离 子 晶 


体 ;金刚 看 是 由 C 原子 构成 的 晶体 , 叫 原 子 唱 体 ;COz 在 低温 时 的 结晶 ,是 由 CO,， 分 子 构成 的 ， 骨 


分 子 晶 体 。， 

,不论 是 那 一 类 品 体 ,组 成 晶体 的 微粒 《离子 .原子 或 分 子 ) 在 空间 的 三 个 方向 上 ， 都 是 周期 
性 地 排列 的 。 因 此 ,我 们 可 以 把 晶体 的 内 部 结构 ,看 成 是 一 个 空间 格子 〈 空 间 点 阵 )， 如 图 8-3 所 
Ro 


8-3 空间 格子 图 8-4 直线 点 阵 
“表示 结 点 


把 晶体 物质 中 的 微粒 (离子 ,原子 或 分 子 ) 看 成 是 空间 格子 中 的 结 点 。 在 空间 格子 中 ,任何 相 。 


同 的 结 点 ,在 空间 的 三 个 方向 (a;2,c) 上 ,都 是 周期 性 地 排列 的 。 换 名 话说 , 结 点 在 空间 的 三 个 方 
向 上 ,分 别 是 等 距离 地 分 布 的 。 

直线 点 阵 ( 原 子 列 ) , 即 是 在 一 条 无 限 长 的 直线 上 , 周期 性 (等 距离 ) 地 分 布 着 结 点 , 如 图 8-4 
Ba. AH a. 

可 以 把 晶体 的 空间 结构 看 成 是 , 由 一 组 为 数 无 限 的 .相互 平行 的 ,情况 相同 的 直线 点 阵 所 组 
成 的 。 

平面 点 阵 (平面 格子 , 晶 面 ) ,就 是 在 一 个 平面 上 , 结 点 在 两 个 方向 (a;2) 上 ;周期 性 〈 等 距离 ) 
地 排列 着 ,如 图 8-5 所 示 。 在 “方向 上 ,周期 是 a ;在 方向 上 ,周期 是 2 。 

可 以 把 晶体 的 空间 结构 看 成 是 , 由 一 组 为 数 无 限 的 、. 相 互 平 行 的 ,情况 相同 的 平面 点 阵 所 组 
成 的 。(zt2) 是 晶 面 符号 ( 唱 面 指数 或 密 勒 指数 ) 。 它 表示 日 面 在 空间 点 阵 中 的 取向 。 ; 

对 于 晶体 结构 的 理解 ,也 可 以 把 它 看 成 是 , 由 无 数 相 同 的 平行 六 面体 单位 迭 加 而 成 的 ， 如 图 


和 


图 8-6 平行 六 面体 结构 图 8-7 dali 


8-6 所 示 。 这 种 平行 六 面体 单位 叫 晶 胞 。 对 于 一 个 晶 胞 ,可 以 用 六 个 参数 (a\b\c Ma, Byy) 来 
描写 ,如 图 8-7 所 示 。 知 道 了 一 个 晶 胞 的 结构 ,就 等 于 知道 了 整个 晶体 的 空间 结构 。 

有 三 点 说 明 ， 

第 一 ， 对 于 一 定 的 空间 格子 ,划分 成 晶 胞 的 方式 ,可 以 有 许多 种 ,如 图 8-8 所 示 。 从 图 8-8 
可 以 看 出 ,这 个 空间 格子 ,可 以 看 成 是 由 许多 方 格子 组 成 的 ,可 以 看 成 是 由 许多 长 方 格子 组 成 的 ， 
也 可 以 看 成 是 由 许多 侍 方 格子 组 成 的 。 一 般 的 原则 是 ,使 划分 的 晶 胞 体积 尽量 小 ,对 称 性 尽量 
高 。 所 谓 体积 小 ,就 是 使 abc 愈 短 愈 好 。 所 谓 对 称 性 高 ,就 是 尽量 划 成 方 格子 。 因 为 方 格子 对 
称 性 高 。 不 能 划 成 方 格子 的 ,再 刘 成 长 方 格子 。 长 方 格子 对 称 性 次 之 。 如 果 也 不 能 划 成 长 方 格 
子 , 那 就 只 好 划 成 斜 方 格子 了 。 

第 二 ,真正 的 晶体 结构 ,不 仅 在 格子 ( 唱 胞 ) 的 顶点 上 有 结 点 ， 而 且 在 格子 的 体 心 ( 晶 胞 的 中 
心 , 叫 体 心 )` 面 心 ( 晶 胞 每 一 平面 的 中 心 ) 或 其 它 部 位 也 可 能 有 结 点 ,这 样 ， 就 形成 了 所 谓 复杂 唱 
胞 ,如 图 8-9 所 示 。 复 杂 晶 胞 中 的 体 心 , 面 心 或 其 它 部 位 的 结 点 ,同样 具有 三 维 周期 性 。 因 此 ， 蝇 
体 实际 上 可 以 看 成 是 , 由 几 套 空间 格子 相互 安插 而 成 的 。 

第 三 、 空 间 格子 是 无 限 的 ,但 晶体 不 可 能 是 无 限 的 。 实 际 上 ,晶体 中 总 难免 有 一 些 杂质, 有 
时 会 有 位 错 和 缺陷 。 

二 、 共 -射线 结构 分 析 的 基本 原理 

X- 射 线 结构 分 析 的 主要 根据 是 衍射 线 的 方向 和 强度 , 即 衍射 图 上 班 点 的 位 置 与 黑 度 。 根 据 
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图 8-8 划分 成 唱 胞 的 方法 图 8-9 复杂 晶 胞 


衍射 线 的 方向 ,可 以 确定 晶 胞 的 大 小 和 形状 ;根据 衍射 线 的 强度 ,可 以 确定 晶 胞 中 的 原子 排 布 。 现 
在 ,我 们 来 定性 地 讨论 一 下 ,为 什么 衍射 线 方向 决定 于 晶 胞 大 小 ,而 衍射 线 的 强度 决 定 于 晶 胞 中 
的 原子 排 布 。 

1. 衍射 线 的 方向 与 唱 胞 大 小 的 关系 

© 劳 埃 方程 

假设 有 一 周期 为 < 的 原子 列 , 一 束 平行 的 单 色 X- 射 线 与 原子 列 成 co 角 射 来 ,衍射 线 与 原子 
Fl a 角 , 如 图 8-10 所 示 。 要 使 得 在 c 角 方 向 上 产生 衍射 , 则 经 过 相 邻 两 原子 的 波 程 差 (AD- 
BC) 必须 等 于 波长 (4) 的 整数 倍 ,否则 , 即 无 衍射 产生 。 用 公式 表示 : 

AD—BC=hA 
a(cosa—cosa,)=hA (1) 
hkh=0, +1, £2, +3°° 


8-10 原子 列 对 X- 射 线 的 衍射 图 8-11 入射 角 为 90" 时 各 级 衍射 线 的 分 布 


实际 上 ,产生 的 衍射 线 不 止 一 条 ,衍射 线 是 分 布 在 以 原子 列 为 轴 , 以 2 ec 为 顶 角 的 圆锥 面 上 
(图 8-11 )。 若 照相 底片 与 人 射线 垂直 放置 , 则 底片 记录 的 衍射 图 是 双 曲 线 。 在 底片 上 , 层 线 间 


隔 接近 正比 于 cosa, 即 正比 于 二 。 若 co4 光 固定 , 则 衍射 角 大 小 ( 即 衍射 线 方向 ) 决 定 于 原子 列 
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Noa, «AX, Ml cosas), Bl a MK. MA 4、ao.c 光 都 已 知 , 则 可 以 求 出 原 子 列 的 
周期 < 

i BE X- 射线 对 一 个 平面 点 阵 产生 衍射 ;就 必须 同时 满足 两 介 方 程 ; 

a(cosa—cosa,) =hA 
ea =kA (2) 
b LB HG, BoB LARS CMR Ta 与 8 方向 所 成 的 角度 ， A=0, £1, £2, 
a 
FA, IEAE X94 20h SEA TE, AAA = | 
a (cosa —cosay) =hA iJ 
| (cose cosP) =i Bigs. (3) 
c (cosy —cosy,)=1A : 
CARMATE CAM LMA voy 2AR ER at BH lS CHAPS A BET =0, +1, £2, 
=e 3 

Si DRC Ay SHR. 从 方程 可 以 看 出 ， 如 果 入 射线 方向 和 波长 已 知 或 国定 ， 
根据 衍射 图 定 出 <c\O、”, 就 可 以 求 出 晶 胞 的 三 个 参数 <\2、c。 

@ 布拉格 方程 re 

晶体 对 X- 射 线 的 衍射 ,也 可 以 看 成 是 ，X -射线 对 一 组 平行 晶 面 的 反射 线 ， 相互 加 强 的 结 
A . i i ST 

假设 有 一 组 平行 的 晶 面 , 晶 面 上 只 有 一 种 结 点 , 晶 面 间距 为 4, 一 束 平行 的 单 色 和 -射线 与 晶 
面 成 9 角 射 来 ,反射 线 与 晶 面 成 角 ( 图 8-12)。 要 使 得 在 反射 线 方向 上 产生 衍射 , 则 来 自 相 邻 
两 个 晶 面 的 波 程 差 (3D+ZC) 必 须 等 于 波长 (4) 的 整数 倍 。 

BD+TDC=dsin0+asin0 一 24 
2 dsind=nA (4) 
是 反射 的 级 次 ,=1,2,3，……。 只 有 在 满足 布拉格 方程 的 反射 线 方向 上 ,才能 产生 衔 射 。 因 。. 
此 ,二 体 对 和 -射线 的 衍射 ,也 可 以 看 成 是 一 种 选择 性 的 反射 。 

从 方程 (4) 可 以 看 出 ,如 果 4 固定 , 则 衍射 线 方向 ( 即 衔 射 角 9) 决定 于 唱 面 间距 Cd). dn 
Ke 4 国定 ,9 可 以 从 照片 上 测 得 ,再 设法 知道 ,这 是 那 一 组 晶 面 产生 的 衍射 ,就 可 以 求 出 晶 胞 大 
小 。 下 

2. 衍射 线 的 强度 与 晶 胞 中 原子 排 布 的 关系 。 

前 面 讨论 的 是 一 种 简单 的 情况 , 即 假设 晶体 仅 由 一 种 原子 组 成 。 (AFC fda LSE! 
间 格 子 相互 安插 而 成 的 。 现 在 ,我 们 来 讨论 一 下 , 由 两 套 空间 格子 组 成 的 晶体 所 产生 的 衍射 强 
度 , 如 图 8-13; 

有 法 结 点 的 晶 面 ,其 衍射 线 的 方向 必须 满足 于 公式 ， 

2 disin0i 三 7 

有 上 蝗 结 点 的 晶 面 ,其 衍射 线 的 方向 必须 满足 于 公式 ， 

2 dsin02 一 124 
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图 8-12 品 面 对 和 XX- 射 线 衍 射 的 示意 图 图 8-13 两 套 晶 面 产生 的 衍射 强度 


因为 这 两 种 曲面 的 d 相等 (&i= dz) ,所 以 衍射 角 i=0。 因 此 ,衍射 线 的 方向 是 不 随 晶 胞 中 原子 
的 排 布 而 改变 的 , 它 只 决定 于 唱 胞 的 大 小 。 但 是 ,在 衍射 角 6 方向 上 ,衍射 线 的 强 凑 却 与 AA 胞 中 
原子 的 排 布 有 关 。 因 为 这 两 组 晶 面 的 相对 位 置 不 同 , 使 得 它们 的 衍射 线 的 相位 有 差别 ,从 而 产生 
加 强 或 减弱 现象 。 所 以 ,影响 衍射 线 强度 的 是 晶 胞 中 原子 的 排 布 。 这 里 我 们 讨论 的 是 两 种 结 点 
( 即 两 种 离子 ,原子 或 分 子 ) 的 情况 ,更 复杂 的 情况 可 以 此 类 推 。 

实际 上 ,对 X- 射 线 的 衔 射 ,是 由 原子 中 的 电子 引起 的 。 整 个 原子 在 某 一 方向 上 的 街 射 线 强 
度 ,就 是 原子 中 的 所 有 电子 在 这 一 方向 衍射 的 总 和 。 唱 胞 是 由 许多 原子 组 成 的 ,因此 , 晶 胞 在 某 
一 方向 的 衔 射 强度 ,实际 上 就 是 所 有 原子 的 散射 在 这 一 方向 上 选 加 的 结 

三 、 单 晶 回 转 法 基本 原理 

不 同 的 样品 要 求 用 不 同 的 分 析 方法 。 根 据 样品 的 不 同情 况 , 可 以 采用 单 晶 回转 法 ,粉末 法 和 
ape 这 里 仅 介绍 单 晶 回转 法 。 

日 回转 法 又 叫 旋转 晶体 法 ,是 目前 测定 蛋白 质 分 子 空间 结构 的 主要 手段 ; 它 要求 蛋 白质 

Imm 长 ) 的 单 晶 。 如 果 能 将 均一 蛋白 质 制剂 制 成 足够 天 的 单 晶 ， 就 可 以 用 此 
法 测定 其 空间 结构 。 

将 单 晶 样品 绕 晶 轴 转 动 (如 绕 c 轴 转 动 ) ,用 一 束 平 行 的 单 色 X -射线 照射 单 晶 样品 ， 照 相 底 
片 放 在 以 回转 轴 为 中 心 的 圆柱 面 上 ， 拍 摄 衍 射 图 (图 8-14) 。 所 得 衍射 图 叫 回 转 图 。 fea 射 图 
上 ,有 许多 平行 而 等 距离 的 层 线 ， 层 线 上 分 布 着 许多 衍射 班 点 (图 8-15)。 

由 于 晶体 回转 ， 其 中 任 一 唱 面 与 入 射 X- 射 线 所 成 的 角 ,总 有 机 会 满足 布拉格 方程 ,因而 ,在 
相应 的 方向 有 衔 射线 ,在 照片 上 得 到 衍射 狂 点 。 此 衔 射 竹 点 应 满足 劳 埃 方程 : 

C(cos p-cos p,)=l1 A 
而 且 , 衍 射线 应 分 布 在 图 8-11 RARE. AER SRR AREA TIRE 
一 条 的 水 平 线 。 这 说 明 衍 射 班 点 分 布 在 一 条 条 的 层 线 上 。 
。 利用 回转 图 确定 晶 胞 参数 <,2，e 甚 为 方便 。 例 如 : 单 唱 样 品 绕 C HNMR, AMEX HERE AL 
手 C 轴 , 则 六 =90"。 如 图 8-14 ia, Bl 层 线 与 O 层 线 的 垂直 距离 为 工 ， 底片 所 在 圆柱 面 的 
半径 为 及 Mi 
于 


cosy, =0 
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图 8-14 单 品 回转 靶 示 意图 8-15 肌 红 蛋 自 X- 射 线 衙 射 图 


"© HAY Jel SHA 


lA Be 
© Cos yy —cos oe ve yrth (5) 


在 式 (5) 中 ,4 IPT 亦 已 知 ,对 应 于 
第 7 层 线 的 垂直 距离 Y, 可 以 从 衍射 图 上 测 出 , 因而 , 很 
AAAS " 值 。 如 果 将 单 晶 样品 绕 < 轴 或 2 轴 旋 转 , 则 
可 以 求 出 <,2 值 。 

根据 衍射 诅 点 的 黑 度 如 何 确 定 晶 胞 中 的 原子 排 布 ? 
这 是 一 个 十 分 复杂 的 问题 。 本 节 不 可 能 解决 这 个 问题 ， 
LEAP 
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p(x ,Y ,= 去 PE x | F (hkl) cos 2 x| [hx 
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图 8-16 WEL tp V: GB; F (hel): RR; a(hel); HB 
分 肽 链 的 电子 密度 图 fi 


严 和 一 (2212) 分 别 由 衍射 图 上 衍射 斑点 的 位 置 和 黑 度 测 得 。c(z 刀 ) 只 有 用 间接 的 方 法 才能 


确定 。 利 用 同 晶 置换 法 可 以 确定 相 角 。 所 谓 同 晶 置 换 法 ,就 是 ， 把 重 原子 ( 强 散射 体 ) 引入 结晶 
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蛋白 质 分 子 中 ,要 求 重 原子 既 不 改变 蛋白 质 分 子 构象 ， 又 不 改变 结晶 形式 ,从 而 制 得 同 晶 型 重 原 
子 衍生 物 。 然 后 ,从 该 衍生 物 的 衍射 图 推算 出 重 原子 在 晶 胞 中 的 位 置 ,从 而 求 出 相 角 。 如 果 知 道 
了 晶 胞 中 的 电子 密度 分 布 , 就 可 以 画 出 电子 密度 图 。 根据 电子 密度 图 , 并 参考 蛋白 质 一 级 结构 ， | 
就 可 以 确定 蛋白 质 分 子 构象 。 图 8-16 是 2 A 分 辩 力 的 肌 红 蛋 白 分 子 中 一 部 分 肽 链 的 电子 密度 | 
分 布 以 及 由 此 推测 的 肽 链 构象 。 | 
所 谓 分 辩 力 ,就 是 指 : 能 分 清 两 个 质点 的 最 小 距离 。 所 谓 2A 分 辩 力 ,就 是 对 相距 2 A 的 两 
个 质点 能 够 加 以 区 分 。 分 辨 力 的 大 小 决定 于 各 种 因素 。 它 标志 着 蛋白 质 空间 结构 的 研究 水 平 。 
目前 ,研究 蛋白 质 空间 结构 的 最 高 水 平 是 1.4 人 分辨 力 。 在 此 水 平 上 ,参考 蛋 白 质 一 级 结构 知 
识 , 从 衍射 图 上 几乎 可 以 认 出 除 氢 原子 而 外 的 所 有 原子 。 
现在 ,用 单 晶 回转 法 已 经 和 弄 清 了 许多 球 和 蛋白 分 子 的 空间 结构 ,如 : 肌 红 蛋白 .血红 和 蛋白、 细胞 
Ga CA Ae , 羧 肽 酶 A、 胰 凝 乳 蛋白 酶 .胰岛 素 ,等 等 。 


第 四 节 蛋白质 分 子 的 二 、 三 级 结构 
一 、 蛋白 质 的 立体 结构 原理 Cb3;1a)le;tr)2D 
1. c- 碳 原子 的 二 面 角 
蛋白 质 多 肽 链 的 基本 结构 是 : 
H H H 


. | | 
H.N—C?—C’O—NH— C?--C/0 =NH—Co—. 
| | 


Ri R, Rs 
在 此 结构 中 ， 
H H H 
H,N— hs gamed eal PN Tr “。 是 主 链 骨架 ;而 Ri、R， 、R…… .是 侧 链 基 


Hi; 一 C 一 C 9 一 NH 一 C 一 (或 一 C" 一 CO 一 NH 一 ) 是 主 链 骨 架 的 重复 单位 ， 叫 肽 单位 。 多 肽 
链 就 是 由 许多 肽 单位 在 <c- 碳 原子 (C“") 上 互相 连接 而 成 的 。 我 们 以 


Ci 一 C! 一 Ni 一 C8 表示 第 一 个 肽 单位 ; 


Ci—C,—N,—C3. 表示 第 二 个 肽 单位 ; 


依 此 类 推 ， 一 直到 第 二 个 肽 单位 。 
上 述 许 多 肽 单位 互相 连接 起 来 ,就 构成 了 多 肽 链 的 主 链 骨 架 : 


A, H2 


| 
ome. and 
| 


Pauling 和 Corey 根据 各 种 所 基 名 、 肽 闫 以 及 其 它 有 关 化 合 物 的 基 Wisi BR. 提 
出 了 下 列 立 体 化 学 原则 

工 ， 肽 链 具 有 部 分 双 键 性 质 , 不 能 自由 旋转 ! 

2. 肤 单 位 是 刚性 平面 结构 ; 

3， 在 肽 单位 上 ,C=o 45 NH R= C* 呈 反 式 排 布 。 


| 
在 肽 单位 中 ， asjaaa 1.32A, 比 C 一 N 单 键 ( 键 长 1.47 A) 短 些 , 比 C=N 
O 
双 键 ( 键 长 1.27 人 A) 长 些 (图 8-17)。 由 此 可 见 , 肽 键 具有 部 分 双 键 的 性 质 , 不 能 自由 旋转 。 
每 一 个 肽 单位 都 是 刚性 的 平面 结构 。 这 就 是 说 ， 肽 单位 上 的 六 个 原子 都 是 位 于 同一 个 平面 
上 的 。 


Hy 
cf_cf_N -cs 在 一 个 平面 Fi 
d 
H, 
: CC Ny-C} EB REL. 
- 


图 8-18 a Zea, Cy 在 两 个 肽 平面 的 交 线 上 。C8g 上 的 两 个 键 (Ni 一 C8 与 C? 一 C2) 都 是 单 键 ， 
可 以 绕 键 轴 自 由 旋转 。 其 中 ,Ni 一 CY 单 键 的 旋转 角度 ,用 少 表示 ;C3 一 C; 单 键 的 旋转 角度 ,用 乡 
表示 。 这 两 个 旋转 角度 叫 二 面 角 。 两 个 肽 平面 通过 c- 碳 原子 连接 起 来 ;一 对 二 面 角 (9i ) 决 定 
了 相 邻 两 个 肽 单位 的 相对 位 置 。 

二 面 角 ( 乡 与 细 ) 可 以 在 0 一 土 180 范围 内 变动 。 当 C7-C, 与 Ni 一 HI 呈 反 式 位 置 时 , 则 4 
=0°; 4 CI-N, 与 C)=0, 呈 反 式 位 置 时 , 则 %=0"。 从 c- 碳 原子 看 , 单 刍 (CS 一 C? 或 C]—N)) 
沿 顺 时 针 方 向 旋转 的 角度 ,用 `+ ”表示 ; 沿 反 时 针 方 向 旋转 的 角度 ,用 ` 一” 表示。 

Wn Ce 原子 上 的 两 个 单 键 (C8 一 Ni 与 C8 一 C2) 都 沿 着 顺 时 针 方向 旋转 180"( 即 : 9=180?; 
=180°) ,那么 ,这 两 个 相 邻 的 肽 单位 便 呈 现 充分 伸展 的 上 链 构象 (图 8-18 a) 。 如 果 Co 原子 上 
的 两 个 单 键 (CS 一 Ni 与 CS 一 Cz) 没 有 旋转 ( 即 ， % 王 0 3 三 0 )， 那 么 , 这 两 个 相 邻 的 肽 单位 便 呈 
SL 8-18 b 所 示 的 肽 链 构象 。 在 此 构象 中 ,一 个 肽 单位 的 C; =O, HO, 原子 与 另 一 个 肽 单位 的 
N.—H) 基 Ho 原子 ,其 距离 小 于 范 德 华 半 径 , 斥 力 很 大 ,因而 此 构象 不 能 存在 。 

实验 表明 :多 肽 链 中 所 有 的 肽 单位 ,基本 上 都 具有 相同 的 键 长 与 链 角 (图 8-17); 每 一 个 <- 碳 
原子 都 是 正四 面体 构 型 。 因 此 ,多 黑 链 主 链 骨 架 的 构象 ,是 由 每 个 x- 碳 原子 的 成 对 二 面 角 ( 同 力 ) 
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(a) (b) 

中 = 180° @= 0 

p =180° yp=0 

8-17 充分 伸展 的 肽 链 构象 图 8-18 由 二 面 角 决定 的 多 肽 链 的 构象 


(a) 帮 = 东 =180 的 肽 链 构象 
ar (b) d=9=0° KER 
PRY. TSE , ET c- 碳 原子 的 二 面 角 ( 少 或 者 多 ) ,如 果 发 生变 化 , 则 多 肽 REALE AR 
的 构象 必然 发 生 相 应 的 变化 。 如 果 所 有 的 CY8(=1,2,3，……z) 的 二 面 角 , 分 别 都 相等 , 则 多 肽 链 
主 链 骨 架 一 般 是 螺旋 式 的 构象 。 如 果 所 有 Ci 的 二 面 角 乡 与 少 分 别 都 等 于 十 180” (或 一 180 )， 
则 多 肽 链 主 链 骨 架 是 充分 伸展 的 肽 链 构象 (图 8-17) 。 
在 每 个 肽 单位 上 ,一 互 与 C=O 或 者 C" HC 可 以 有 两 种 排 布 方式 ， 
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实际 上 , 除 含有 且 氨 酸 残 基 的 肽 单位 而 外 ,多肽 链 中 绝 大 多 数 的 肽 单位; 其 N—H & C=O 
都 是 反 式 排 布 的 。 这 就 意味 着 , 反 式 排 布 的 能 量 比 顺 式 排 布 的 能 量 低 。 用 核磁 共振 研究 N- 甲 基 
乙酰 胺 的 构 型 指出 , 顺 式 构 型 比 反 式 构 型 的 能 量 高 2 千 卡 / 死 分 子 。 

2. 非 键 合 原子 之 间 的 最 小 接触 距离 

虽然 C" 原子 的 两 个 单 键 (C" 一 N 与 C" 一 C) 可 以 在 0 一 360 范围 内 目 由 旋转 ,但 不 是 乍 意 
二 面 角 (% 细 ) 所 决定 的 肽 链 构象 都 是 立体 化 学 所 能 允许 的 。 换 名 话说 , 关 干 二 面 角 ( 作 幼 ) 所 决定 
的 肽 链 构象 ,是 立体 化 学 所 不 能 允许 的 ,在 天 然 蛋 白质 分 子 中 是 不 存在 的 。 这 主要 决定 于 下 列 原 
则 ， 

在 相 邻 两 个 肽 单位 的 构象 中 * 非 键 合 原子 之 间 的 接近 有 无 障碍 , 即 能 量 是 否 达到 最 低 。 
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Ramachandran 等 人 对 这 一 复杂 的 问题 作 了 近似 的 处 理 。 他 们 把 原子 看 成 是 简单 的 硬 球 ， 
根据 范 德 华 半 径 确 定 了 非 键 合 原子 之 间 的 最 小 接触 距离 (标准 接触 距离 ), 如 表 8-1 所 示 


表 8-1 非 键 合 原子 之 间 的 最 小 接触 距离 A) 


括 弧 内 的 数据 是 Ramachandran 所 得 到 的 最 小 接 刍 距 离 。 
根据 表 8-1 所 示 的 非 键 合 原子 之 间 的 最 小 接触 距离 ,确定 那些 成 对 二 面 角 《9 4) 所 决定 的 
相 邻 二 肽 单位 的 构象 是 允许 的 ,那些 是 不 允许 的 , 用 二 面 角 少 对 乡 作出 Op BA (A 8-19). 此 图 


一 一 一 


一 180” -120° — 60° 0° + 60° +120°  +180° 


¢ 
图 8-19 典型 构象 图 
典型 的 构象 有 : 一 = 聚 且 氨 酸 螺旋 ; C= RRR; P= A-HiKs r= FF A-HKs az 和 
czr 王 右手 ac- 螺旋 和 左手 ac- 螺旋 ;os 和 oz= 右 手 O- 螺 旋 和 左手 oO- 螺旋; v2 和 ?z= 右 手 ?- 螺 
旋 和 左手 -螺旋 ; 3: 王 3io- 螺 旋 ; rr 三 TXT- 螺旋 (4.4)ie- 螺 旋 ) 
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又 叫 典 型 构象 图 或 Ramachandran 图 。 实 线 封 闭 的 区 域 是 允许 区 。 在 该 区 域 中 ， 任 何 二 面 角 
(fg 5p) 所 决定 的 肽 链 构象 ， 都 是 立体 化 学 所 完全 人 允许 的 。 因 为 在 此 肽 链 构象 中 ， 非 键 合 原 
子 之 间 的 距离 不 小 于 标准 接触 距离 ,二 者 之 间 没 有 斥 力 ,构象 的 能 量 最 低 , 所 以 ,此 肽 链 构象 最 稳 
定 。 平 行 8- 折 迭 、 反 平行 6- 折 先 ,右手 gc- 螺 旋 、 胶 原 螺旋 和 右手 o- 螺 旋 都 位 于 允许 区 。 虚 线 以 外 
的 区 域 是 不 允许 区 。 在 该 区 域 中 ,任何 二 面 角 (g 与 y) 所 决定 的 肽 链 构象 ,都 是 立体 化 学 所 不 允许 
的 。 因 为 在 此 肽 链 构象 中 , 非 键 合 原子 之 间 的 距离 小 于 极限 值 ( 比 标准 接触 距离 小 0.1 一 0.2 A), 
二 者 之 间 产 生 很 大 的 斥 力 , 构 象 的 能 量 很 高 ,所 以 ,此 肽 链 构象 很 不 稳定 。 虚线 封闭 的 区 域 是 临 
界限 制 区 (部 分 允许 区 ) 。 在 该 区 域 中 ,任何 二 面 角 (% 与 多 ) 所 决定 的 肽 链 构象 , 是 立体 化 学 可 以 
允许 的 ,但 不 够 稳定 。 因 为 在 此 肽 链 构象 中 , 非 键 合 原子 之 间 的 距离 ,小 于 标准 接触 距离 ,大 于 极 
限 值 ,以 致 于 二 者 之 间 产 生 一 定 的 斥 力 ,所 以 ,此 肽 链 构象 不 够 稳定 。3io- 螺 旋 ,r- 螺 旋 和 左手 x- 
螺旋 位 于 这 一 区 域 。 

氨基 酸 残 基 的 侧 链 对 典型 构象 图 有 很 大 的 影响 。 若 肽 链 由 L-Gly 构成 , 则 允许 区 占 构 象 图 
的 61% ;车 肽 链 由 工 -Ala 构成 , 则 允许 区 占 构象 图 的 23% ;若是 Val Ke, 则 允许 区 更 小 。 图 
8-19 构象 图 是 根据 肽 链 中 的 Ala 甲 基 侧 链 而 作成 的 。 

从 目前 的 肌 红 蛋白 溶菌 酶 .胰岛 素 的 构象 来 看 ,其 大 多 数 的 成 对 二 面 角 (%;y) 数 值 ， 都 是 位 
于 允许 区 和 部 分 允许 区 的 。 这 说 明 构象 图 基本 上 还 是 可 靠 的 。 

总 而 言 之 ,在 肽 链 中 ,所 有 的 肽 单位 都 是 刚性 平面 结构 ,C' 一 0 与 N 一 了 对 C' 一 N 键 呈 反 式 
排 布 , 肽 键 是 部 分 双 键 ,不 能 自由 旋转 ,C?” 原子 的 两 个 单 键 (C" 一 NiC" 一 C“) 可 以 旋转 , 从 而 使 肽 
链 产生 不 同 的 构象 , 即 二 面 角 (%3;%) 决 定 肽 链 的 构象 。 肽 链 构象 是 否 稳定 ,就 在 于 其 非 键 合 原 子 
之 间 的 距离 是 否 符合 标准 接触 距离 。 这 些 就 是 蛋白 质 立 体 化 学 的 基本 原则 。 

3. ca- 螺旋 构象 的 由 来 

(一 ) 螺旋 构象 

蛋白 质 的 多 肽 链 一 般 含 有 100 一 150 个 氨基 酸 残 基 。 因 此 ,多 肽 链 中 含有 许多 肽 单位 。 按 照 
上 述 立体 化 学 原则 ,所 有 肽 单位 的 C* 原子 ,其 成 对 二 面 角 (4 和 2) 的 规律 性 决定 了 多 肽 链 构 象 
的 规律 性 。 如 果 一 系列 CY(=1,2,3,…:…z) 原 子 的 成 对 二 面 角 (4 和 %) 都 分 别 取 同 样 的 数值 时 ， 
则 多 肽 链 的 构象 ,一 般 是 螺旋 构象 。 所 谓 螺旋 构象 ,就 是 指 ,多 肽 链 主 链 骨 架 围 绕 螺 旋 中 心 轴 一 
围 一 圈 地 上 升 ， 而 形成 的 螺旋 式 的 构象 。 如 果 每 一 圈 所 包含 的 氨基 酸 残 基数 是 整数 (比如 3 个 
残 基 ) 那 么 ,这 种 螺旋 就 叫 整数 螺旋 。 如 果 每 圈 的 氨基 酸 残 基数 是 非 整 数 ( 比 如 3.6 个 残 基 ), 那 
么 ,这 种 螺旋 就 是 非 整数 螺旋 。 由 于 主 链 骨 架 旋 转 方向 有 左手 (左旋 ) 和 右手 ( 右 旋 ) 之 分 ,因此 ， 
螺旋 可 分 为 左手 (左旋 ) 螺 旋 和 右手 ( 右 旋 ) 螺 旋 。 

对 螺旋 构象 而 言 , 除 了 要 考虑 多 肽 链 主 链 骨 架 的 空间 排 布 而 外 ,还 要 考虑 非 键 合 原子 之 间 的 
最 水 接触 距离 。 也 就 是 说 ,多 肽 链 所 采取 的 螺旋 构象 必须 满足 非 键 合 原子 间 的 最 小 接触 距离 ( 表 
8-1), 4 非 键 合 原子 间 的 距离 小 于 这 种 最 小 接触 距离 时 ,就 产生 范 德 华 斥 力 ,因而 ,螺旋 构象 就 
不 稳定 。 此 外 ,还 要 考虑 主 链 骨 架 上 的 C= 0O 基 氧 原 子 与 N 一 瑞 基 氯 原子 所 生成 的 所 HH. TA 
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同时 ,形成 氢 键 的 原子 间 的 距离 ,也 要 符合 最 小 接触 距离 . 气 刍 O 一 百 … 0 的 合适 值 搂 近 246 人 
iii ARN —H +++ O 的 合适 值 接近 2.8 A, 

在 螺旋 构象 中 , 主 链 骨 架 的 C = OFF 5 N— HILAR TA RSet. WMHS BEE 
氨 键 来 维持 的 。 若 破坏 氢 键 , 则 螺旋 构象 变 成 伸展 的 多 肽 链 。 

按照 气 键 形成 方式 的 不 同 , 可 以 把 螺旋 分 成 两 大 类 。 一 类 是 - 系 螺旋 ; 另 一 类 是 ?- 系 螺旋 。 
在 a 系 螺旋 构象 中 ,每 一 个 所 键 所 封 闲 的 环 是 ; 


Ce NT 一 
封闭 环 本 身 的 原子 数 是 (3m 二 4)。 刀 三 1)2;3， 4。 
”表示 ,在 主 链 骨架 上 ,每 个 肽 单位 的 N 一 瑟 基 所 原子 
与 其 前 的 第 几 个 肽 单位 的 C = O 基 氧 原 子 生 成 氢 键 ， 
Bilin, z 王 3, 就 是 指 ,在 主 链 骨 架 上 , 每 个 肽 单位 的 N 
一 耳 基 氢 原 子 与 其 前 的 第 三 个 肽 单位 的 C 三 O 基 氧 原 
子 生成 氨 键 。 在 这 种 情况 下 , Sl 键 所 封闭 的 环 本 身 的 
原子 数 是 3 x 3+4=13。 其 余 的 以 此 类 推 。 因 此，c- 
系 螺旋 有 许多 不 同 的 螺旋 构象 ,如 :2.27- 螺 旋 (z=1)、 
3y0- BRE (2 = 2) 3. 6 y9- HR WE (2 =3) 4. Ape HE (n= 
4) ,等 等 。 这 些 螺旋 可 以 用 S, 来 表示 。.S 表示 每 一 转 
所 包含 的 氨基 酸 残 基数 ; N 表 示 氢 键 所 封闭 的 环 本 身 
的 原子 数 。 如 3io- 螺 旋 ,S=3, 表 示 每 一 圈 包 含 3 个 氨 
基 酸 残 基 ,N= 10， 表 示 氢 键 所 封闭 的 环 由 10 个 原子 
组 成 。 其 余 类 推 。 
在 ”- 系 螺旋 构象 中 ,每 一 个 氨 键 所 封闭 的 环 是 ， 
adie acca are os 
封闭 环 本 身 的 原子 数 是 3 n+5,n=1,2, 3,4) «82. 0 
表示 主 链 骨架 上 的 每 一 个 残 基 的 N 一 H 基 氢 原 子 与 其 
后 的 第 二 个 残 基 的 C = 0 基 氧 原子 生成 氨 键 ;例如 ， 
5.117- 螺 旋 (?- 螺 旋 ) n= 4, 就 是 在 主 链 骨 eb, 每 一 
个 N 一 也 基 氢 原 子 与 其 后 的 第 四 个 残 基 的 C=O 基 氧 
原子 生成 氨 键 ; 氨 键 所 封闭 的 环 本 身 的 原子 数 为 3 x A 
+5=17. 


: (=) ic- 螺 旋 构 象 
图 8-20 右手 c- 螺 旋 3.61s= 螺 旋 就 是 非 整数 的 -螺旋 。 它 有 下 列 特征 ， 


多 肽 链 主 链 骨 架 围 纸 螺 旋 中 心 轴 一 围 一 图 螺旋 式 地 上 升 。 每 隔 3.6 个 氨基 酸 残 基 上 升 一 
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PA tr FPP NF i LOPS 5.4 及 。 螺 旋 上 升 时 ， 每 个 氨基 酸 残 基 洛 曙 旋 中 心 轴 旋 转 100"，， 


ERB 瑟 5 大 每 二 个 而 角 等 于 一 57 呈 每 二 个 少 角 等 于 一 475， 

AG AGAR Pa TAR GEV SR BN SI EN ES SETS We 单位 的 
C=O 基 氧 原 子 生成 气 刍 。 氢 键 的 取向 与 螺旋 中 心 轴 几 乎 平行 。 氢 键 所 封闭 的 环 包 含 13 个 原 
子 (图 8-20)。a- 螺 旋 构 象 多 许 所 有 的 肽 键 都 能 参与 链 内 氢 键 的 形成 ,因此 ,6- 螺 旋 构 象 是 ) 相 当 
稳定 的 Jo 螺旋 梅 象 仅 靠 氢 键 维持 。 若 破坏 氨 链 , 则 x- 螺 旋 构象 便 遭 到 破坏 ,而 变 成 伸 展 的 多 
MSE ! 

与 C* FENG ROUSE RE xc- 螺旋 的 外 侧 。R 例 链 对 x- 螺 旋 的 形成 和 稳定 性 有 较 大 的 
影响 。 如 录 在 多 肽 链 灶 连续 存在 带 极 性 基 团 的 氟 基 酸 残 基 (如 :Asp、.Glu.Lys 等 ), 则 adie Hy 
象 就 不 稳定 ;然而 ,如 果 这 些 氨基 酸 残 基 分 获 存 在 时 ,就 不 影响 c- 漯 旋 构 象 的 稳定 性 .Pro 残 基 ， 
由 于 其 项 子 位 于 刚性 的 吡咯 环 中 ;其 C*-N 单 键 下 能 旋转 ;因而 不 可 能 得 到 形成 w- 螺 旋 所 需要 
的 用 角 , 加 上 Pro 残 基本 身 没 有 N 一 了 基 ， 其 侧 链 又 阻止 其 C = O 基 接近 主 链 骨 架 的 N 一 卫 基 ， 
因而 不 可 能 生成 维持 -螺旋 构象 所 需要 的 氢 链 由 于 上 述 原因 ,Pro 残 基 是 w- 螺 旋 构 象 的 最 大 
右 坏 者 。 在 多 肽 链 上 ,那里 有 Pro 残 基 存在 ,那里 就 不 可 能 形成 -螺旋 构象 ,但 N- 未 端 螺旋 区 
除外 (后 面 将 会 谈 到 )。Gly 残 基 由 于 没有 侧 链 ,其 少 与 少 可 以 任意 取 值 , 从 而 ,使 形成 c- 螺 旋 所 
需要 的 二 面 角 的 机 率 很 小 ,因此 , 它 也 是 c- 螺 旋 的 最 大 破坏 者 。Asn 与 Tyr 残 基 也 是 ow EHY 
破坏 者 ;但 不 及 前 二 者 。 

膀 原 分 子 含有 大 量 的 Pro ak SIRI GH 1/4) 以 及 大 量 的 Gly 残 基 ( 占 1/3), Alita, We 
原 分 子 中 不 可 能 存在 c- 螺 旋 构 象 。 丝 心 蛋 自 含 有 50% 的 Gly 残 基 ,Ser 残 基 的 含量 亦 甚 高 ,在 其 
氨基 酸 顺序 中 ,多 为 Gly-Ser, 因而 丝 心 蛋白 中 也 不 可 能 存在 c- 螺 旋 构 象 。 

(三 )_c- 螺 旋 最 稳定 

a- 螺 旋 构 象 完全 符合 下 列 立 体 化 学 原则 ， 

第 一 ;在 -= 虹 旋 中 ;所 有 的 肽 单位 都 是 刚性 的 平面 结构 六 且 所 有 的 'C* 原子 的 键 角 均 为 正四 
(110°); 

第 二 ,在 ow We a, At AS J FU 9 Be fh LE Be Bs HF DBA BS 

第 三 , 氨 键 中 的 也 原子 位 于 C = 0 …'H 一 的 直线 上 , 氢 键 键 长 为 2.86A。 因 此 ,ec- 螺 旋 
构象 最 稳定 。 与 a ORAL, ec AWE vA KREBS, Gl, oF 
A) 2.27310, 4-415 等 都 不 能 完全 符合 立体 化 学 原则 ,因此 ,其 稳定 性 较 差 。 

总 之 ,从 理论 上 讲 , 虽 然 有 各 种 各 样 的 螺旋 梅 象 ,但 并 不 是 所 有 的 曝 放 构象 都 能 完全 符合 立 
傈 化 学 原则 的 。 能 党 全 符合 立体 化 学 原则 的 螺旋 构象 ,只 有 c- 螺 旋 ， 更 确切 地 说 , 是 右手 owe 
旋 ， ) 
(四 ) AF -螺旋 比 左手 c- 螺 旋 稳 定 
根据 主 链 骨架 旋转 方向 的 不 同 ,把 c- 甸 旋 分 成 左手 (左旋 )c- 螺 旋 和 右手 ( 右 施 )c: 螺 旋 。 如 
果 仅 看 主 链 骨架 的 空间 排 布 ,左手 oc WEG FE &- 螺 旋 只 是 镜 象 关系 ;似乎 这 种 差别 没有 什么 
重要 意义 ;但 是 ,如 果 考 虑 到 Ce 原子 的 工 - 构 型 时 ,两 者 就 不 同 了 。 不 论 是 左手 w- 螺 旋 , BEA 
手 <“: 鱼 旋 , 它 们 都 是 由 工 -氨基 酸 残 基 组 成 的 。 HAF REND A — 7S CRF (C*) 是 位 于 C" 的 工 - 
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构 型 中 的 ,因而 ,在 左手 c- 螺 旋 中 ,C? 原子 过 分 接近 主 链 骨 架 的 C = O 基 氧 原子 ,以 致 于 构象 不 
舒适 ,能 量 较 高 ,而 右手 -螺旋 没有 这 种 缺点 ,完全 符合 立体 化 学 原则 。 因 此 ,右手 -螺旋 最 易 
形成 ,最 稳定 ,存在 于 绝 大 多 数 蛋 白质 分 子 之 中 。 到 目前 为 止 , 仅 在 嗜 热 菌 蛋白 酶 中 发 现 左手 - 
螺旋 。 

(五 ) 典型 c- 螺 旋 与 非典 型 c- 螺 旋 

上 述 右手 xc- 螺 旋 是 典型 的 -螺旋 ( 叫 c 工 ) 。 在 蛋白 质 晶 体 结 构 中 还 发 现 一 种 非典 型 <- 螺 
旋 ( 叫 xc 工 ); 它 与 前 者 的 区 别 , 就 在 于 ,形成 气 键 的 N、\H,、O 三 原子 不 在 同一 条 直线 上 , 且 距 直线 
甚 远 。 虽 然 , 从 能 量 上 看 ,与 前 者 相差 不 大 , 但 要 形成 第 二 圈 螺 旋 就 不 可 能 了 。 

对 各 种 蛋白 质 的 旋光 研究 表明 ,不 同 的 蛋白 质 分 子 有 不 同 的 螺旋 度 , 如 表 8-2 所 示 。 


表 8-2 在 pH~ 7 溶液 中 ， 各 种 蛋白 质 分 子 中 的 螺旋 结构 含量 


tn 种 RR 螺 旋 度 ” 


原 肌 球 蛋 白 | 80—100.% 


肌 红 蛋白 60 一 80% 
血红 蛋白 


UREA, BRAS AB 
胰岛 素 ， 


| 45—60% 
溶 苗 酶 固 人 本 


Rina 
血 纤 蛋白 原 


胃 和 蛋白酶 “ 羧 肽 酶 A 
组 蛋白 


核糖 核酸 酶 


30 一 452% 


20 一 30% 
10 一 20% 


栈 蛋 白 
肌 动 蛋白 0—10% 
?- 球 蛋白 


* 螺旋 度 : 以 螺旋 形式 存在 的 多 肽 链 的 总 长 度 在 蛋白 质 多 肽 链 中 的 百分率 。 此 螺旋 度 表 示 右 旋 螺 旋 的 含量 , 更 确切 地 说 ， 
它 表 示 右 旋 螺 旋 超过 左旋 螺旋 的 数量 。 


由 表 8-2 可 知 , 各 种 蛋白 质 的 确 含有 右手 螺旋 结构 ,其 含量 因 蛋 白质 而 异 。 有 的 蛋白 质 含 右 
手 螺旋 很 多 ,如 ， 原 肌 球 蛋白 分 子 几 乎 含有 100% 的 右手 螺旋 ;有 的 蛋白 质 分 子 含 右手 螺旋 很 
>in: ?- 球 蛋白 \ 肌 动 蛋白 几乎 不 含 右手 螺旋 。X -射线 结构 分 析 表 明 ,在 肌 红 蛋白 ,血红 蛋白 、 
溶菌 酶 等 所 含有 的 螺旋 结构 中 ,右手 gc- 螺旋 的 确 占 绝对 优势 ,而 其 它 螺旋 形式 (3io- 螺 旋 、4,416- 
螺旋 ) 只 有 少量 的 存在 。 

4. 0- 折 迁 

B- 折 选 又 叫 8- 折 和 层 状 结构 `B- 结 构 , 等 等 。 在 此 结构 中 ,若干 条 肽 链 或 一 条 肽 链 的 若干 
肽 段 平 行 排 列 , 相 邻 主 链 骨架 之 间 靠 氨 键 维系 。 为 了 在 主 链 骨 架 之 间 形 成 最 多 的 氢 键 ,避免 相 邻 
侧 链 间 的 空间 障碍 , 锯齿 状 的 主 链 骨架 必须 作 一 定 的 折 和 迭 (% 王 一 139 ,一 十 135 )， 以 形成 一 个 
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折 迭 的 片 层 。 与 Ct 原子 相连 的 侧 链 (R) 交 替 地 位 于 片 层 的 上 方 和 下 方 。 它 们 均 与 片 层 相 垂直 
(图 8-21 Ye 


i ? 
O=c_! Q=C_ O=C, thes 
Pies oH Ps, 一 于 -O=C 
RHC / RHC RHC ~ ‘CHR 
=o c£=0 eS Oc-de H— Ny 
H-NZ ‘HEN H-N ‘c=0 
CHR Te 2 4 
cae CHR CHR ~~ RHC 
=C< Bee o='e.Z »- 
N -H we ie AGT 
> LN=-H N—H----O=C ， 
Z N 
平行 A- 折 和 达 到 平行 6- 折 遂 


二 一 = 二 113 
. uae @=-139; p=+135 


图 8-22 两 种 类 型 的 6- 折 选 

B- 折 和 迭 有 两 种 类 型 ， 一 种 是 平行 式 , 即 所 有 肽 链 的 N- 末 端 都 在 同一 端 ; 另 一 种 是 反 平 行 
式 , 即 所 有 肽 链 的 N- 未 端 , 按 正 反方 向 交替 排列 着 ,如 图 8-22 所 示 。 从 能 量 上 看 , 反 平 行 6- 折 
和 揭 更 为 稳定 。 此 外 ;在 蛋白 质 中 还 发 现 ,平行 与 反 平 行 互相 交替 的 B- 折 和 迭 形 式 , 以 及 只 有 一 段 充 
分 伸展 的 锯齿 形 肽 链 。 

B- 折 和 迭 大 量 存在 于 丝 心 蛋白 和 8- 角 蛋白 之 中 。 在 一 些 球 蛋 白 分 子 中 ,如 溶菌 酶 ,. 羧 肽 酶 A, 
胰岛 素 等 ,也 有 少量 的 8- 折 和 迭 存 在 。 

5. 无 规则 卷曲 

在 多 肽 链 主 链 骨架 中 , 与 螺旋 构象 和 B- 折 迭 不 同 的 构象 ,通常 称 为 无 规则 卷曲 〈 无 规 构象 、 
无 规 线 团 .自由 折返 、 目 由 回转 )。 无 规则 卷曲 就 是 指 , 没 有 规则 的 那 部 分 肽 链 构象 。 

在 螺旋 构象 或 8- 折 妈 中 ,所 有 氨基 酸 残 基 的 成 对 二 面 角 (%4,%) ,都 存在 于 典型 构象 图 (图 
8-19) 的 固定 点 上 。 然 而 ,在 无 规则 卷曲 中 ,不 同 氨基 酸 残 基 的 成 对 二 面 角 , 存 在 于 典型 构象 图 的 
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不 同 点 业 ; 国 此 ,可 以 产生 许多 不 局 的 构象 。 一 般 球 和 蛋 月 分 子 , 除 含有 螺旋 构象 和 6- 折 适 tap, 
往往 含有 大 量 的 无 规则 卷曲 , 倾向 于 产生 球状 构象 。 这 种 球状 构 但 有 高 度 的 特异 性 , 与 生物 活性 
密切 相关 ,对 外 界 的 理化 因子 极为 敏感 。 
6. -转角 
有- 转角 是 近年 来 从 无 规则 卷曲 
ee 在 蛋白 质 分 子 中 , 肽 链 经 
和 贡 出 现 180" 的 回 折 。 此 回 折 部 分 就 是 
有 -转角 (又 叫 6- 回 转 、6- 弯 曲 、 发 夹 
结构 `U 形 转折 ,等 )。 它 是 由 四 个 连 
续 的 氨基 酸 残 基 构 成 的 。 在 此 构象 中 ， 
主 链 骨 架 本 身 以 大 约 180° BRET, 
第 一 个 残 基 的 C=O 基 与 第 四 个 残 基 
的 N 一 互 基 BMA, CIS C?,sZ ial 
的 距离 小 于 7A 。p- 转 角 有 工 型 和 工 
型 两 种 形式 ,如 图 8-23 所 示 。 这 两 种 
形式 的 区 别 , 就 在 于 :在 工 型 中 , 中 间 
肽 平面 的 C=O 基 氧 原子 与 相 邻 两 个 残 基 的 侧 链 ， 呈 反 式 位 置 ; MELA, 它们 是 在 同一 侧 。 
只 有 在 第 三 个 残 基 为 Gly 的 情况 下 , 工 型 才能 存在 。 
E 球 昌 和 白 分 子 的 二 、 三 级 结构 汪 4 和 5， 95,7,9-12,17) 
4. 对 几 种 结晶 球 蛋 白 分 子 二 ` 三 级 结构 的 分 析 
(一 ) 肌 红 蛋白 分 子 构象 
肌 红 和 蛋白 存在 于 肌肉 细胞 中 。 AE WS 4 FE aR O., yA yy ACH BEE O., WL Zl EA 
的 分 子 量 是 17000。 它 有 一 个 血红 素 和 一 条 包含 153 个 氨基 酸 残 基 的 多 肽 链 。 ;其 一 级 结构 如 图 
8-28 所 示 。 
英国 Kendrenw 研究 小 组 用 X -射线 结构 分 析 法 ， NT ee NS 本 one Ra 
究 分 为 三 个 阶段 ; 
第 一 阶段 ,在 6 有 分辩 力 的 水 平 上 看 到 了 肌 红 蛋白 分 子 的 三 级 结构 ,如 图 8-24 所 示 。 
一 根 大约 300 去 长 的 “腊肠 ?, 以 相当 大 的 角 凑 ,分 两 层 盘 曲 成 43A x35A x23A Ra ral 
“腊肠 ”的 盘 曲 是 不 对 称 的 。 血 红 素 位 于 扁 圆 盘 的 空 穴 
第 二 阶段 ,在 2 及 分辨 力 的 水 平 上 看 到 了 肌 红 蛋白 分 子 的 二 级 纪 429, 如 图 8-26 所 as. 在 多 
肽 链 中 ,75 一 80% 是 <c- 螺 旋 构 象 , 其 余 的 是 无 规则 卷 盟 。 整个 肽 链 有 长 短 不 二 的 八 全 螺旋 区 ，, 即 
A\、B、C、D、E、 上 、G\、H, 如 图 8-25 所 示 。c- 螺 旋 的 各 种 参数 与 Pauling 提出 的 z= 螺 旋 模 型 
十 分 一 致 ,从 而 证 明了 c- 螺 旋 模型 的 正确 性 。 
由 于 c- 螺 旋 不 能 罕 然 拐弯 , 因而, 在 肽 链 的 拐弯 处 (ABCD、`EF、FG.GH)， Aa EIEN a- 
螺旋 , 只 能 形成 无 规则 卷曲 。Pro lle Ser 出 现在 拐弯 处 。 
在 多 肤 链 中 , 侧 链 之 间 的 相互 作用 ,使 得 多 肽 链 折 迹 、` 盘 明成 内 有 袋 形 空 穴 的 三 级 结构 。 所 
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图 8-23 -转角 
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图 8-24 6A 分 辨 万 的 抹 香 和 乌 图 8-25 WELCH ARSE MAR | 
肌 红 蛋白 三 级 结构 示 c- 螺 旋 区 段 ) i 
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FG2 川 | 


图 8-26” 肌 红 和 蛋白 分 子 的 空间 结构 


有 的 疏水 侧 链 位 于 分 子 内 的 空 穴 周 围 , 绝 大 部 分 亲 水 侧 链 分 布 在 分 子 的 表面 上 。 
MCP RAHA. Mesh Fe 一, 除 与 血红 素 本 身 的 四 个 吡咯 环 的 N 原子 配 位 
而 外 ,还 与 螺旋 区 中 下 8 His 咪唑 基 相 配 位 ,其 第 六 个 位 置 , 可 以 与 9 可 逆 地 结合 〈 图 8-27)。 
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图 8-27 血红 素 结构 (A) 和 血红 素 Fe… 的 配 位 关系 (B) 


虽然 绝 大 多 数 ac- 螺 旋 的 各 种 参数 都 非常 接近 pauling 的 c- 螺 旋 模 型 ,但 是 ,也 有 某 些 <- 螺 
旋 不 是 很 标准 的 。 比 如 图 8-26 WA ADE BR RAEN wc- 螺 旋 5 C 和 G 部 分 , 由 于 侧 链 与 主 链 
骨架 之 间 的 相互 作用 ,使 得 某 些 氢 键 遭 到 破坏 ; 有 些 肽 单位 的 平面 与 螺 轴 不 平行 ,而 稍 有 倾斜 ,等 
等 。 值 得 注意 的 是 ,无 规则 卷曲 的 大 部 分 ,也 是 落 在 构象 图 (图 8-19) 的 允许 区 内 。 

第 三 阶段 ,在 1.4 人 分 辩 力 水 平 上 ,几乎 可 以 看 出 肌 红 蛋 白 分 子 中 除 互 原子 而 外 的 全 部 原子 
的 空间 位 置 。 

(二 ) 血红 蛋白 分 子 构象 

血红 蛋白 是 血液 中 红血球 的 主要 成 分 。 其 功能 是 运输 0 和 CO*。 血红 蛋白 的 分 子 量 是 
64000, 比 肌 红 和 蛋白 分 子 大 四 倍 。 它 是 由 两 条 相同 的 e- 链 和 两 条 相同 的 8- 链 组 成 的 。 每 一 条 肽 
链 都 含有 一 个 血红 素 。 血 红 素 中 含有 一 个 Fe 。 

ax- 链 含有 141 个 氨基 酸 残 基 ; 6- 链 含有 146 个 氨基 酸 残 基 。 二 者 的 一 级 结 构 如 图 8-28 所 
砂 。 


NAI1 Al A5 Al0 
ea a5 5 10 15 
你 Val-Leu 一 一 -|Ser-Glu-Gly-Glu-Try-Gln-Leu-Val-Leu-His-Val-Try-Ala 
Hy 5 10 15 
Val-Leu-—-\Ser-Pro-Ala-Asp-Lys-Thr-Asn-Val-Lys-Ala-Ala-Try-Gly 
ie 5 10 15 
Val-His-Leu-|Thr-Pro-Glu-Glu-Lys-Ser-Ala-Val-Thr-Ala-Leu-Try-Gly 


Al16 ABI B1 B5 B 10 
20 25 30 
Lys-Val-Glu-|-Ala-| Asp=Val-Ala-Gly-His-Gly-Gln-Asp-Ile-Leu-Ile 
20 25 30 
Lys-Val-Gly-|-Ala-| His-Ala~Gly-Glu-Tyr-Gly-Ala~Glu-Ala-Leu-Glu 


20 25 
Lys-Val-Asn | 一 一 -Val-Asp-Glu-Val-Gly-Gly-Glu-Ala-Leu-Gly 
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ao 


pep lah RM aaa} C5 Cis GDI 


35 40 45 
Arg-Leu-Phe-Lys-Ser-|-| His-Pro-Glu-Thr-Leu-Glu--Lys-—| Phe-Asp-Arg 


35 40 45 
Arg Met Phe-Leu Ser Phe~Pro-Thr-Thr-Lys-Thr-Tyr-| Phe-Pro-His 


30 ) 
Arg-Leu-Leu-Val-Val |-| Tyr-Pro-Try-Thr-Gln-Arg-Phe-| Phe-Glu-Ser 


CD5 CD9 D1 D5 D7 io : 
50 55 60 
Phe-Lys-His-Leu-Lys——Thr-Glu-Ala-Glu Met-Lys-Ala|-|Ser-Glu-Asp- 
50 
Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly | 一 一 一 一 一 一 -—-\Ser-Ala-Gln- 


55 
Phe Gly-Asp-Leu-Ser——|Thr-Pro-Asp-Ala-Val-Met-Gly|-|Asn-Pro-Lys- 
BS E10 E15 
65 70 75 
Leu-Lys-Lys- His-Gly-Val-Thr-Val-Leu-Thr-Ala-Leu-Gly-Ala-Ile- 


60 
Val-Lys-Gly-—His-Gly-Lys-Lys-Val-Ala~Asp-Ala-Leu-Thr-Asn-Ala- 


65 
Val-Lys-Ala-—His-—Gly -Lys~-Lys—-Val-Leu-Gly-Ala-The-Ser-Asp-Gly- 


E20 EF1 EF5 EF8 Fl F5 
80 85 90 


Leu-Lys -|-Lys-Lys- Gly -His—His-Glu-Ala-Glu -|-Leu-Lys-Pro-Leu- Ala- 


75 
Val-Ala-|-His-Val-Asp-Asp-Met-Pro-Asn-Ala-|-Leu- Ser-Ala- Leu- Ser- 


80 
Leu-Ala-|-His-Leu-Asp-Asn-Leu-Lys-Gly-Thr-|-Phe-Ala-Thr-Leu-~ Ser- 


F9°FGA FG Sra neg \ G5 


95 100 105 
Gln Ser-His—Ala-|-Thr—Lys- His- Lys- Ile-|-Pro-Ile-Lys-Tyr-Leu-Glu 


85 90 95 
Asp-Leu-His-Ala-|-His-Lys -Leu-Arg-Val-|-~Asp-Pro-Val-Asn-Phe-Lys 


90 95 100 
Glu-Leu-His-Cys-|-Asp-Lys-Leu-His-~- Val-|-Asp-Pro-Glu-Asn-The-Arg 


G10 G15 G19 GH1 


110 115 120 
Phe- Ile -Ser-Glu~Ala- He - Ile -His -Val-L>u- His-Ser-Arg-|-His -Pro- 


100 105 110 
Leu Leu Ser His-Cys-Leu Leu-Val-Thr Leu-Ala-Ala-His-|-Leu-Pro- 


105 110 115 
Leu-Leu Gly-Asn-Val Leu Val Cys Val-Leu-Ala-His-His-|-Phe-Gly- 


ao 


GH6 Hi H5 H10 


135 


125 130 
Gly-Asn-Phe-Gly-|-Ala~Asp-Ala-Gln-Gly -Ala- Met-Asn-Lys-Ala-Leu 


Ji5 120 125 
Ala-Glu-Phe- Thr-|-Pro-Ala~Val- His -Ala-Ser -Leu-Asp-Lys-Pne-Leu 


120 LG 130 
Lys-Glu-Phe-Thr-|-Pro-Pro-Val-Gln -Ala-Ala -Tyr-Gln -Lys -Val-Val 


H15 H 20 H2Agte 1 


140 145 150 
Glu-Leu-Phe-Arg-Lys-Asp-Ile-Ala-Ala-Lys-Try-Lys-Glu-|- Leu-Gly- 


130 135 140 

Ala-Ser-Val-Ser-Thr-Val-Leu-Thr-Ser 一 一 一 — | Lys-Tyr- 

135 140 145 

Ala-Gly-Val-Ala-Asn-Ala-Leu-Ala-His 一 一 Lys-Tyr- 
HC5 

Tyr-Gln-Gly 

Arg — — 

His — — 


图 8-28 KEMILES AME AoA Ap- 链 的 一 级 结构 
方 框 内 表示 螺旋 区 段 ， 氨基 酸 残 基 上 面 的 数字 表示 氨基 酸 残 基 顺 序 ， 字 母 与 数字 表示 氢 
基 酸 残 基 在 三 级 结构 中 的 位 置 ; “一 ”表示 在 三 级 结构 的 特殊 位 置 缺少 氨基 酸 残 基 。 
从 图 8-28 可 以 看 出 , 肌 红 蛋白 与 血红 和 蛋白 的 c- 和 B- 链 ,尽管 在 一 级 结构 上 有 较 大 差异 ,但 
是 ,它们 的 二 三 级 结构 却 非 常 相似 。 即 :三 者 的 肽 链 走 向 基本 上 相同 ;螺旋 与 非 螺 旋 结 构 亦 基本 
上 类 似 。 因 此 ,如 果 不 和 仔细 分 析 , 就 会 把 肌 红 和 蛋白 的 三 级 结构 误 认 为 是 血红 蛋白 的 <-= 链 或 - 链 
的 三 级 结构 。 但 是 ,如 果 以 肌 红 蛋白 为 标准 ,对 三 者 的 二 ,三 级 结构 加 以 比较 ,就 会 发 现 ， 三 者 之 


表 8-3 ”血红 蛋白 的 zx- 链 (xc7 和 8- 链 (B) 与 肌 红 蛋 白 C(MD) 之 间 的 相同 与 不 同 


ik Be 区 R a B M 

A =M =M a-th ie 
AB Al6— Bl Ala Lb 2 个 残 基 非 螺 ke 
B =M =M ca- 螺旋 
BC 三 M =M 非 螺 旋 
Cc 3.08 he 3.0, 8% ine a-e ie 
CD 所 有 都 不 同 CD5-7 不 同 无 规则 卷曲 
D 不 存在 =M c- 螺 旋 
E 无 规则 卷曲 E18-20 是 无 规则 卷曲 c- 螺 旋 
EF EF 2-5 不 同 于 M (a=£) 无 规则 卷曲 
F =M | =M cx- 螺 旋 
FG =M =M 无 规则 卷曲 
G G1-3 与 M 不 同 ， 是 3.0i 螺 旋 ca- 螺 旋 
GH =M | GH 1-2 不 同 于 M 无 规则 卷曲 
H 含 20 个 残 基 含 24 个 残 基 
HC 含 3 个 残 基 含 5 残 基 

残 基 数 141 | 146 153 
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EAB THEN, WZ 8-3 所 示 。 
值得 特别 提出 的 有 下 列 几 点 : 
在 C 螺 旋 区 , 肌 红 蛋白 有 稍为 担 曲 的 <- 螺旋, 但 <- 和- 链 有 3.01 螺 旋 ; 肌 红 和 蛋白 A.E、H 

螺旋 区 的 最 后 一 圈 , 倾 向 于 3.0io 螺 旋 , 而 在 c- 和 B- 链 的 A.E.G\、H 螺旋 中 ; 亦 有 类 似 的 情况 ; 

肌 红 蛋白 和 血红 蛋白 xc- 与 6- 链 的 FE 螺旋 区 ,其 C 末 端 敞开 成 4.4ie 螺 旋 (z- 螺 旋 )。 由 此 可 见 ， 

在 血红 蛋白 和 肌 红 蛋白 中 ,的 确 存在 着 大 量 的 丰 手 x&- 螺 旋 , 但 是 ,3.01 螺 旋 和 4.4i6 WR EWA 

量 的 存在 。 

.在 血红 蛋白 分 子 中 , 极 性 妥 基 酸 残 基 的 侧 链 一 般 位 于 分 子 表面 ,但 是 , 偶尔 也 有 Ser 和 工 ir 

残 基 位 于 分 子 内 部 的 情况 。 在 这 种 情况 下 ,Ser 和 Thr 残 基 的 羟基 ,往往 与 同一 个 c- 螺 旋 的 次 

基 , 形 成 氨 键 。 大 部 分 非 极 性 氨基 酸 残 基 的 侧 链 , 位 于 分 子 内 部 或 亚 单位 之 间 的 裂隙 表 面 ! APR 

性 侧 链 伸 到 水 环境 中 去 的 情况 是 极其 

罕见 的 。 但 是 ， 偶 尔 也 有 这 样 的 情况 

发 生 , 例如 :6- 链 的 F9(93) Cys 或 

E 27(68)Leu, 其 侧 链 fh 出 了 分 子 表 

fi, Gly 和 Ala 残 基 可 以 分 布 在 分 子 

的 任何 地 方 (分 子 表面 .分 子 内 部 芷 水 

核 以 及 亚 单位 之 间 的 裂隙 表 面 )。 与 

肌 红 蛋白 一 样 ,血红 素 埋藏 在 血红 蛋 

白 的 每 条 肽 链 的 蔗 水 空 穴 中 。 其 Fe2+ 

除 与 血红 素 本 身 的 四 个 吡咯 环 的 N 原 

子 配 位 而 外 ,还 与 FE8(92) His 咪 唑 基 

以 配 位 键 相连 。Fe 六 的 第 六 个 空位 

置 ,可 以 与 0 可逆 地 结合 (图 8-27), 

(三 ) 溶菌 酶 分 子 构象 
图 8-30 THERE THR i bal MEF 7E FON ALA HY BR 
Ws Pav. ee Ee SE A MB rh Be 

的 水 解 ， 因 而 能 够 杀菌 。 其 分 子 量 是 14600, 由 一 条 肽 链 构成 ,含有 129 4 ADE MRAE, 其 一 级 结 

构 如 图 8-29 所 示 。 

1965 年 ,Phillips 及 其 同事 ,用 2 和 分 辩 力 的 X 光 衍射 法 ,成 功 地 确定 了 溶菌 酶 分 子 构象 , 如 

8-30 所 示 。 
溶菌 酶 分 子 状 如 椭 球 ,大 小 为 45 和 x30A x30A。 溶 菌 酶 的 分 子 构象 不 同 于 肌 红 BA, 其 


螺旋 结构 只 占 25% ,大 部 分 是 无 规则 卷曲 。 在 溶菌 酶 分 子 构 象 中 , 有 六 个 螺旋 区 。 其 中 ,c- 螺旋 四 


存在 于 残 基 顺 序 5 一 15、24 一 34、88 一 56 之 中 ;31o- 螺 旋 在 在 于 残 基 顺 序 80 一 85 之 中 ; 在 残 基 顺 
FF 108—114,119—125 上 ,还 有 处 于 c- 螺 旋 与 3io- 螺 旋 之 间 的 中 间 类 型 。- 转 角 分 布 在 下 列 残 
其 顺序 之 中 ，17 一 20.20 一 23、 36 一 39、 54 一 57、60 一 63、74 一 77 ,98—101, 104—107, 115—118, 
124 一 127。 肌 红 蛋 白 没有 6- 折 和 迭 , 但 是 ,溶菌 酶 分 子 在 41 一 54 残 基 顺 序 上 , 却 有 一 个 反 平 行 8- 
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折 迭 。 值 得 特别 注意 的 是 ,在 溶菌 酶 分 子 的 表面 上 , 有 一 个 深 陷 的 “四 槽 ”， 其 大 小 恰好 能 容纳 多 
糖 底 物 的 六 个 单 糖 。 这 是 溶菌 酶 的 活性 部 位 。 四 个 二 硫 桥 存在 于 Cys-6 与 Cys-127, Cys-30 与 
Cys-115,Cys-64 与 Cys-80,Cys-76 与 Cys-94 之 中 。 这 些 二 硫 桥 对 保持 溶菌 酶 分 子 构 象 , 起 了 
一 定 的 作用 。 要 对 溶菌 酶 划分 分 子 内 区 和 分 子 外 区 ,是 很 困难 的 。 但 是 ,一 般 地 说 , 避 开 溶 剂 的 
区 域 是 非 极 性 的 , 即 是 非 极 性 基 团 群集 的 地 方 了 而 常 电荷 的 极 性 基 团 和 不 带电 的 极 性 基 团 , 除 个 
别 (Ser 和 Gln 各 一 个 ) 而 外 ,都 是 位 于 分 子 的 表面 。 非 极 性 基 团 并 不 是 全 部 位 于 分 子 内 部 的 , 也 
有 个 别 的 非 极 性 基 团 (如 四 个 Try) 位 于 分 子 的 表面 。 

(PO) 羧 肽 酶 A 分 子 构象 

羧 肽 酶 A(CPA ) 赴 一 种 含 Zn WME, “EMEC ARE C= 末端 肽 键 的 水 解 , 并 能 逐步 降 解 肽 
链 。 从 胰腺 产生 出 来 的 不 是 有 活性 的 羧 肽 酶 A ,而 是 无 活性 的 羧 肽 酶 A 原 。 此 酶 原 经 过 胰 酶 激 
1G, 7° AE DU APR A A, CPA,,CPA,,CPA,,CPA,, 

PRK AG A<(CPAu) 是 由 一 条 包含 307 个 氨基 酸 残 基 的 多 肽 链 和 一 个 Zn 原子 组 成 的 。 其 分 


5 10 15 20 
ee PR ee Ae -Glu-Ile-Tyr-Asp- 
25 35 40 
Phe-Met-Asp-Leu-Leu-Val-Ala-Glu-His- oe Gln-Leu-Val-Ser-Lys -Leu- Gln-Ile-Gly-Arg- 
45 50 55 60 
Ser- Tyr -Glu- Gly-Arg-Pro -Ile -Tyr-Val- Leu-Lys-Phe-Ser-Thr-Gly -Gly-Ser-Asn-Arg-Pro- 
65 Ga a ie 
Ala- Ile -Try- Ile -Asp-Leu -Gly- Ile -His-Ser-Arg-Glu-Trp- Ile -Thr-Gln-Ala-Thr-Gly- Val- 
85 90 95 100 
Try—Phe-Ala-Lys-Lys-Phe-Thr-Glu-Asn-Tyr-Gly-Gln-Asn-Pro-Ser-Phe-Thr-Ala- ile -Leu- 
105 110 115 120 
Asp-Ser-Met-Asp-Ile -Phe-Leu-Glu-Ile -Val -Thr-Asn-Pro-Asn-Gly Phe-Ala-Phe-Thr-His- 
125 130 uS5 140 
Ser-Glu-Asn-Arg-Leu-Try-Arg-Lys-Thr-Arg-Ser-Val-Thr-Ser -Ser -Ser-Leu -Cys-Val-Gly- 
145 150 155 160 
Val-Asp-Ala-Asn-Arg-Asn-Try-Asp-Ala-Gly-Phe-Gly-Lys-Ala-Gly -Ala-Ser-Ser -Ser -Pro- 
165 170 aly i) 180 
Il 
Cys-Ser-Glu -Thr-Tyr-His -Gly-Lys-Tyr-Ala -Asn-Ser -Glu-Val-Glu-Val-Lys-Ser aN Val- 
185 195 200 
Asp-Phe-Val-Lys- Asn-His-Gly—Asn-Phe- ides Ala-Phe-Leu-Ser- Ile = His- Ser- Tyr-Ser- Gln- 
205 210 215 220 
Leu-Leu-Leu-Tyr-Pro-Tyr-Gly—-Tyr-Thr-Thr-Gln- Ser- Ile-Pro-Asp-Lys-Thr-Glu -Leu-Asn- 
225 230 235 240 
Ala 
Gln-Val-Ala-Lys-Ser-Ala- -Val- 舍 这 Ala-Leu-Lys-Ser-Leu-Tyr-Gly-Thr-Ser-Tyr- Lys- Tyr- 
245 i 250 255 260 
Gly-Ser - Ile - Ile -Thr-Thr-Ile -Tyr- Gln - Ala-Ser-Gly-Gly-Ser- Ile -Asp-Try-Ser- Tyr- Asn- 


265 280 
Gln-Gly-Ile-Lys-Tyr-Ser-Phe-Thr-Phe- Gin. Leu-Arg-Asp-Thr- “nae Arg-Tyr-Gly-Phe-Leu- 


285 290 295 
Leu- Pro-Ala-Ser-Gln-Ile-Ile-Pro-Thr-Ala-~Gln-Glu- Thr- Try- Leu-Gly-Val-Leu- Thr Te- 
305 
- Val 
Met-Glu-His-Thr-j-" Asn-Asn 
图 8-31 4A FRAKMBA MY — RAG 
二 硫 键 存在 于 残 基 138 与 161 之 间 
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子 量 为 34600。 其 一 级 结构 如 图 8-31 Pra, 
1967 年 ,Lipscomb 等 人 ,以 2A 分 辩 力 ,揭示 了 羧 肽 酶 Ae(CPA。) 的 分 子 构象 ,如 图 .8-32 所 
Re 


图 8-32 FRIKME A, 的 分 子 构象 


羧 肽 酶 A. 状 如 椭 球 ,其 大 小 为 50 x 42 x 38A。 在 多 肽 链 中 ,大 约 有 38% 的 螺旋 构象 ， 17% - 
的 B- 折 迭 ,其 余 的 是 无 规则 卷曲 。 螺 旋 中 的 大 多 数 , 是 <c- 螺 旋 。 其 主要 的 部 分 是 : 14-29, 
72 一 88,215 一 233,288 一 305。 这 些 部 分 均 在 分 子 的 一 边 。 有 四 对 平行 8- 折 和 迭 , 其 二 面 角 (引力 ) 
为 一 119" 和 二 113";， 有 三 对 反 平 行 6- 折 和 友 , 其 二 面 角 (g),V) 为 一 1392 和 二 135 。 -这些 8- 折 和 迭 
穿 过 分 子 的 中 心 。 在 8- 折 挝 与 螺旋 之 间 , 有 由 疏水 侧 链 构 成 的 玻 水 核 。Zn 原子 位 于 B- 折 和 迭 的 
附近 , 与 His 69、Glu 72、His 196 相配 位 。 其 中 ,His 196 是 6- 折 和 迭 的 成 分 。 此 外 ,与 Zn 原子 
配 位 的 还 有 一 个 HzO 分 子 。 一 个 袋 形 的 空 穴 顺 着 B- 折 选 的 并 列 的 肽 链 安放 着 ， 并 与 Zn 原子 
联系 。 此 空 穴 就 是 羧 肽 酶 A. 的 活性 部 位 区 ,能 容纳 此 酶 的 底 物 。 值 得 注意 的 是 , 在 底 物 进 入 之 
前 ,此 空 穴 是 充满 水 分 子 的 ,但 在 底 物 逐 出 水 分 子 而 进入 空 穴 之 后 , 由 于 底 物 引起 酶 分 子 的 构象 
变化 , 则 空 穴 变 成 了 疏 水 区 。 

(五 ) 胰岛 素 分 子 构象 

胰岛 素 是 由 哺乳 动物 胰腺 的 8- 细 胞 分 泌 的 蛋白 质 激 素 。 它 在 碳水 化 合 物 、 氛 基 酸 和 脂肪 
的 代谢 中 ,起 重要 的 调节 作用 。 注 射 胰岛 素 , 可 以 治疗 糖尿 病 。 

天 然 胰 岛 素 的 结晶 ,首先 由 阿 贝尔 于 1926 年 获得 。 英 国 牛津 大 学 霍 奇 今 等 人 ， 从 三 十 年 代 
起 ,就 一 直 在 研究 三 方 二 锌 晶体 的 胰岛 素 空 间 结构 。 美 国 哥 伦比 亚 大 学 劳 B.W.Low) 等 人 ,对 无 
锌 胰岛 素 的 正 交 晶体 结构 ,也 进行 了 多 年 的 研究 。 但 是 ,由 于 制备 合适 的 同 晶 型 重金 属 衍生 物 很 
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不 容易 ， 致 使 胰岛 素 空 间 结构 迟 迟 得 不 到 圆 漠 的 解决 。 牛 津 小 组 于 1969 年 ,报道 了 2.8A 分 辨 
力 的 X- 射 线 结构 分 析 结 果 。 我 国 虽 然 从 1967 年 才 开始 研究 ,但 于 1971 年 就 得 到 了 2.5A 的 研 
究 结果 ,1973 年 ,又 报道 了 1.8A 的 研究 结果 。 

通过 X- 射 线 结构 分 析 得 知 ,胰岛素 以 二 聚 体形 式 在 在。 图 8-33 是 我 国 测 出 的 胰岛 素 空间 
结构 。 对 胰岛 素 空 间 结 构 加 以 剖析 ,可 以 得 出 下 列 结果 ; 


图 8-33 “我 国 测 出 的 胰岛 素 的 空间 结构 

(一 ) BRS AE 

B 链 有 30 个 氨基 酸 残 基 。B1 一 B6 是 伸展 的 折 和 迭 肽 链 。B 8 是 Gly, 肽 链 在 此 发 生 大 转折 ， 
然后 进入 螺旋 构象 。B 9 一 B19 是 右手 螺旋 , 其 中 两 圈 是 标准 的 c- 螺 旋 ，B 20 一 B 23 肽 链 呈 现 
U 形 转弯 。B 23 一 B 27 为 一 段 伸展 的 肽 链 结构 。 在 整个 B 链 中 ，B 9 一 B 19 螺旋 构成 肽 链 的 基 
本 骨架 ,是 使 这 条 长 链 稳定 的 基本 因素 之 一 。 

Aft 21 个 氨基 酸 残 基 , 其 中 只 有 Al2 一 Al15 是 一 个 非 标 准 的 右手 螺旋 , 其 它 为 不 同 伸展 
程度 的 肽 链 构象 。 

(>) 胰岛 素 的 分 子 内 部 ,由 非 极 性 侧 链 充满 ,形成 一 个 朴 水 核 。 参 与 形成 下 水 核 的 残 基 有 ， 
Ail6, Bll, B15 fjLeu, B2 fy Phe WAR A2Wlle, B18 fiyVal, A 13 Leu #1B 14 Ala thi 
DWE ST RKBWIEM. X—-HKEK, MACKS BOPHMRE RENE. 

(=) 全 部 的 极 性 侧 链 ,分 布 在 胰岛 素 的 分 子 表面 上 上。 分子 表 面 有 两 个 极 性 区 域 。 第 一 极 性 
KM. BSHis,B9Ser, B10 His,B13GlIn; #— he VEIN H§; AB Thr, A 12 Ser,A4, 
A 15,A 17 fyGin,A 14,A 19 的 Tyr,B 3 Asn 以 及 B 链 的 N-e vig NH, JE, B22 Arg 5 A 215 
端 羧基 形成 离子 键 。 极 性 侧 链 的 这 种 分 布 , 使 得 胰岛 素 的 分 子 表面 不 均一 ， 给 特殊 的 生理 功能 ， 
造成 必要 的 条 件 。 


(四 ) 在 二 聚 体 中 ,两 个 B 链 的 B 24 一 B 27 形成 了 一 个 反 和 平行 BHR. TE 此 结构 中 ， 
四 对 氨 键 是 形成 二 聚 体 的 一 个 重要 的 作用 力 。 

2. 球 蛋 白 分 子 二 、 三 级 结构 的 一 般 特 征 

通过 对 上 述 几 种 球 蛋白 分 子 以 及 其 它 球 蛋白 分 子 的 二 、 三 级 结构 的 具体 分 析 , 可 以 看 出 , 球 
蛋白 分 子 的 二 三 级 结构 有 下 列 一 般 特征 : 

(一 ) 在 球 蛋 白 分 子 中 ,一 条 肽 链 往往 是 通过 一 部 分 c- 螺 旋 、- 一 部 分 6- 折 选 、 一 部 分 B- 转 
角 和 一 部 分 无 规则 卷曲 ,而 形成 紧密 的 球状 构象 (图 8-34)。 

不 同 的 球 蛋白 分 子 有 不 同 的 螺旋 度 ( 表 8-2)。 一 个 球 蛋 白 分 子 可 以 等 有 各 种 螺旋 构象 ,如 
右手 xc- 螺旋、2io- 螺 旋 ,4.4i6- 螺 旋 , 等 等 ,但 是 ,右手 <- 螺 旋 占 绝对 优势 。 

在 两 条 肽 链 之 间 , 或 者 是 一 条 肽 链 的 不 同 肽 段 之 间 , 有 时 存在 着 平行 8- 折 选 或 反 平行 6- 折 
迁 。 但 8- 折 选 的 含量 则 因 到 白质 的 不 同 而 不 同 。 

在 180° 的 肽 链 转折 处 往往 有 冯 = 转 角 。 

在 螺旋 与 螺旋 之 间 、- 折 选 与 8- 折 和 迭 之 间 , 或 者 螺旋 与 6- 折 和 迭 之 间 , 往 往 是 无 规则 卷曲 
(图 8-34)。 


图 8-34 ”乳酸 脱 氢 酶 亚 单位 的 二 、 三 级 结构 
Wi: 螺旋 构象 ;同方 向 箭头 : TAR: 反方 向 箭头 : 反 平 行 6- 折 选 


(=) 在 球 蛋 白 分 子 中 , 大 多 数 非 极 性 侧 链 总 是 理 藏 在 分 子 的 内 部 ,形成 朴 水 核 ， 而 天 多 数 
极 性 侧 链 总 是 暴露 在 分 子 的 表面 上 ,形成 一 些 亲 水 区 。 极 性 基 团 的 种 类 AA SHARE TS 
白质 的 功能 。 ， | 

有 不 少 较 大 的 蛋白 质 分 子 , 含 有 几 个 区 域 , 每 个 区 域 都 是 紧密 的 球状 构象 ,如 :未 瓜 蛋 自 酶 ， 
WEL ELAM ALAS. SAAT EM: eG OFA tem, wee 
区 域 的 划分 ;往往 时 与 功能 相 联系 的 - 

(=) ERE IDF ORM. ERAT ARIA, A, AS). Pea EE Bk 
区 ,能 够 容纳 一 个 RODD FRE, RAD FREY. REY FS, PEAR TERE 
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二 个 或 二 个 小 分 子 底 物 ,或 大 分 子 底 物 的 一 部 分 ,此 即 酶 分 子 的 活性 部 位 。 对 脐 红 有 蛋白、 血红 蛋 
自 和 细胞 色素 而 言 , 此 空 穴 正好 容纳 一 个 血红 素 分 子 。 

3. 维持 蛋白 质 分 子 构象 的 力 

蛋白质 多 肽 链 为 什么 能 够 形成 二 级 结构 和 三 级 结构 ? 为 什么 大 多 数 蛋 白质 分 子 总 是 采取 内 
含 疏 水 核 外 包 亲 水 碗 的 球状 或 椭 球 状 的 紧密 构象 ? 这 是 十 分 复杂 的 问题 。 它 不 仅 涉 及 到 侧 链 之 
间 的 相互 作用 ,而 且 还 涉及 到 侧 链 与 溶剂 (如 溶解 多 肽 链 的 水 ) 的 相互 作用 ， 此 外 ， 还 涉及 到 侧 链 
与 溶剂 环境 (如 PH、 温度 、 离 子 强度 、 溶 质 ) 的 相互 作用 。 总 而 言 之 ,决定 蛋白 质 分 子 二 、` 三 级 
结构 的 因素 有 内 因 和 外 因 两 方面 。 内 因 是 产生 二 、 三 级 结构 的 根据 ,外 因 是 产生 二 、 三 级 结构 
的 条 件 。 所 谓 内 因 , 这 里 就 是 指 ; 由 一 级 结构 所 决定 的 各 种 侧 链 之 间 的 各 种 相互 作用 。 -我 们 知 
. 道 , 蛋 自 质 多 肽 链 一 般 是 由 20 种 氨基 酸 残 基 按 照 一 定 的 顺序 构成 的 。 这 些 氨基 酸 残 基 除 Gly 而 
外 ,都 有 自己 特殊 的 侧 链 CR )。 侧 链 共 分 四 种 类 型 ， 非 极 性 侧 链 、 极 性 不 带电 荷 的 侧 链 、 极 性 
带 正 电 茶 的 侧 链 、 极 性 带 负电 荷 的 侧 链 。 因 此 ,蛋白质 中 的 氨基 枉 残 基 也 分 为 四 种 类 型 

(一 ) 非 极 性 氛 基 酸 残 基 一 Leu\Ile\Val、Ala、 Phe, Try ,Pro,Met,Cys; 

(=) 极 性 不 带电 荷 的 氨基 酸 残 基 一 Ser、Thr、TyT、Asn、Gln; 

(=) 极 性 带 正 电荷 的 氨基 酸 残 基 一 一 Lys、Arg His; 

(四 ) 极 性 带 负 电荷 的 氨基 酸 残 基 一 Glu、Asp。 

这 些 残 基 的 侧 链 按照 一 定 的 顺序 存在 于 多 肽 链 上 。 它 们 不 是 彼此 扳 立 的 、 不 是 互 不 相干 的 ， 
总 是 在 不 断 地 相互 作用 盖 其 作用 方式 是 多 种 多 样 的 ,一 般 有 下 水 的 相互 作用 Git 7k BE). 静电 相 
互 作用 (离子 键入 氢 键 和 范 德 华 引力 。- 有 时 ,还 有 三 硫 键 、 配 位 键 。 这 些 相互 作用 的 方式 与 侧 
链 的 种 类 有 关 。 例 如 ; 非 极 性 侧 链 之 间 可 以 发 生 下 水 的 相互 作用 ， 带 正 电 的 极 性 侧 链 与 带 负电 
的 极 性 侧 链 可 以 发 生 静 电 吸 引 ; 带 相 同 电荷 的 极 性 侧 链 可 以 发 生 静 电 排 斥 ，Thr、Ser、Tyr 的 
一 OH 基 可 以 与 Glu、Asp 的 侧 链 基 团 ( 一 COOH ) 形 成 气 键 ， 不 带电 的 极 性 侧 链 之 间 ， 或 不 带电 
的 极 性 侧 链 与 非 极 性 侧 链 之 间或 非 极 性 侧 链 之 间 , 可 以 产生 范 德 华 引力 ;两 个 Cys 的 一 SH 基 可 
以 产生 二 硫 桥 , 等 等 。 

侧 链 之 间 的 相互 作用 在 很 大 程度 上 决定 了 一 条 多 肽 链 所 采取 的 二 、 三 级 结构 。 这 一 论点 从 
下 列 几 例 可 以 得 到 证 明 。 

(一 ) 人 工 合成 的 多 肽 ,如 聚 L-Lys AIF L-Glu, 在 水 溶液 中 能 够 以 自由 折 迭 或 gc- 螺旋 的 形 
式 存在 。 在 酸性 溶液 中 , 当 每 个 Lys 的 侧 链 所 基带 有 正 电荷 时 , 则 聚 工 -Lys BRA ATK. 
这 是 因为 带 有 正 电 荷 的 侧 链 氨 基 , 相互 排斥 ,从 而 阻止 了 c- 螺 旋 的 生成 。 在 碱 性 溶液 中 , 当 Lys 
的 侧 链 氨 基 不 带电 荷 时 , 它 就 生成 c- 螺 旋 。 另 一 方面 , 聚 L-Glu 在 酸性 溶液 中 , 当 其 侧 链 羧基 
不 带电 荷 时 ,生成 <- 螺旋 ， 而 在 碱 性 溶液 中 , 当 其 侧 链 羧基 带 负 电荷 时 ,生成 自由 折 迭 形式 。 因 
为 带 负 电 的 侧 链 羧基 相互 排斥 ,从 而 ,阻止 了 c- 螺 旋 的 生成 。 这 一 实验 表明 , 侧 链 的 相互 作用 对 
ca- 螺旋 的 生成 有 很 大 的 影响 ;水 环境 (如 PH) 的 变化 影响 侧 链 基 团 的 电荷， 从 而 影响 侧 链 的 相 
互 作用 。 

(=) 油 与 水 是 不 能 互 溶 的 。 一 滴 油 ,如 果 位 于 水 中 , BAER. 因为 油 中 的 脂肪 分 
子 含有 异 恶 ?水 分 子 的 非 极 性 碳 氨 链 , 这 些 脂肪 分 子 只 有 以 球状 的 形式 聚集 一 起 ,才能 最 大 限度 
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地 避免 与 水 接触 。 在 大 多 数 的 蛋白 质 中 , 非 极 性 残 基 的 含量 往往 高 达 30 一 50% 如 果 一 条 多 肽 
链 构 成 长 而 直 的 c- 螺 旋 , 那 么 ,众多 的 非 极 性 侧 链 将 使 -螺旋 在 水 中 难以 生存 。 因此 , 在 蛋白 
质 分 子 中 , 长 螺旋 本 身 倾 向 于 返回 折 和 ,两 个 c- 螺 旋 倾 向 于 聚集 ， 以 减少 分 子 表面 的 疏水 面积 ， 
如 图 8-35 所 示 。 为 了 使 <- 螺 旋 上 的 非 极 性 侧 链 尽 可 能 地 藏 在 分 子 内 部 ， 螺 旋 区 的 残 基 顺 序 使 
大 多 数 玻 水 侧 链 位 于 螺旋 的 同一 侧 。 例 如 :在 胰岛 素 B 链 上 , 两 个 二 硫 桥 之 间 的 肽 段 (11 个 残 
基 ) 是 一 个 “= 螺旋 。 这 个 螺旋 把 类 多 数 非 极 性 侧 链 带 到 螺旋 的 同一 边 (图 8-36)... 可 以 设想 ,这 
一 边 必 然 指向 胰岛 素 分 子 的 内 部 。 如 果 按 照 图 8-36 的 方式 ,对 肌 红 蛋白 和 血红 蛋白 的 螺旋 区 的 
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A 8-35. PRIMER, x 图 8-36 ”以 胰岛 素 B 链 上 两 个 二 硫 桥 之 间 的 肽 段 (形成 三 
AS He REREAD» 一 个 g -螺旋 本 a <- 螺 旋 ) 画 出 的 “螺旋 轮 > 
身 返 回 折 迭 (B) 


残 基 顺 序 作 图 ,那么 ,也 可 以 发 现 , 较 大 的 非 极 性 侧 链 , 主要 位 于 “螺旋 轮 " 的 同一 侧 。 如 有 果 按 类 似 
的 方式 , 对 其 非 螺旋 区 的 残 基 顺 序 作 图 , 则 没有 发 现 这 种 情况 。 无 疑 的 , 这 些 非 极 性 侧 链 所 群集 
的 螺旋 一 侧 , 一 定位 于 分 子 内 部 。 

总 之 位 于 多 肽 链 各 部 分 的 许多 非 极 性 侧 链 ,为 了 避 开 水 相 ,总 是 千方百计 地 聚集 在 一 起 ,从 
而 在 蛋白 质 分 子 内 部 形成 一 个 朴 水 核 。 由 于 非 极 性 侧 链 之 间 的 疏水 作用 ,从 而 使 多 肤 链 盘旋 折 
挝 ,形成 一 个 紧密 的 球状 或 顶 球 状 的 三 级 结构 。 由 此 可 见 ， 非 极 性 侧 链 间 的 下 水 作用 ， 对 形成 和 
维持 水 溶液 中 的 蛋 自 质 的 三 级 结构 , 可 能 起 主要 的 作用 。 | 

(=) 荷 电 的 侧 链 基 团 , 杂 水 性 很 强 ， 主 要 分 布 于 蛋白 质 分 子 表面 。 如 果 带 正 电 荷 的 侧 链 基 
团 与 带 负电 荷 的 侧 链 基 团 在 分 子 表面 相 迁 , 二 者 便 发 生 静 电 吸引 ， 从 而 使 多 肽 链 形 威 紧密 的 构 
象 。 如 果 将 溶液 pH 调节 到 蛋白 质 等 电 点 的 酸性 或 碱 性 一 边 , 则 蛋白 质 分 子 的 净 电 荷 增加 .在 
酸性 溶液 中 ,蛋白 质 的 COO 基 轩 的 负电 荷 被 中 和 ,结果 正 电 荷 增加 在 碱 性 溶液 中 ， 碱 性 基 团 
的 焉 电荷 被 中 和 ， 结果 负 电荷 增加 。 由 于 蛋 和 质 分 子 的 净 电 荷 增加 而 产生 的 静电 斥 力 ,是 使 蛋白 
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质 构象 发 年 松散 的 主要 原因 。 因 此 , 荷 电 侧 链 基 | 睹 之 间 的 静电 引力 与 不 力 , 在 某 种 程度 上 , 是 次 
定 蛋白 质 三 级 结构 的 另 一 个 因素 。 

(四 ) 在 某 些 蛋白 质 中 ,两 条 肽 链 或 一 条 肽 链 的 不 同 部 位 ,其 侧 链 基 团 一 SH, 可 以 生成 二 硫 
桥 。 此 二 硫 桥 对 维持 蛋白 质 的 三 级 结构 ,也 有 三 定 的 作用 。 

(五 ) 在 多 肽 链 主 链 骨 架 上 , 一 C=O 基 与 一 NH SEALER AE, 这 些 氨 键 对 于 ow HE 
5- 折返 和 -转角 的 维持 ,起 了 重大 的 作用 。 没 有 氢 键 ， 就 没有 二 级 结构 。 Tyr 的 一 OH 基 不 仅 
可 以 与 主 链 骨架 上 的 一 C=O HERA, MA, 也 可 以 与 Glu 或 Asp 的 侧 链 一 COOH 基 生成 
气 键 。 这 些 氢 键 对 维持 蛋白 质 三 级 结构 亦 起 一 定 的 作用 。 

4. 一 级 结构 与 二 \ 三 级 结构 的 关系 

为 什么 每 一 种 蛋白 质 都 有 自己 特定 的 构象 
呢 ? 最 可 能 的 回答 是 ， 一 级 结 构 决定 空间 结 
构 。 这 二 论点 可 以 得 到 下 列 重要 实验 的 有 力 证 
Bs 

在 8M WR ET , PILZ EEA 

核糖 核酸 酶 ,其 二 硫 桥 全 部 断裂 , 肽 链 松 散 ， 活 
PAM, (LE, MASTERS RR 
ELMS MBEAN 1 力 几 乎 全 部 恢 
复 , 而 且 ,复原 后 的 产物 ， 其 物理 化 学 性 质 与 天 
然 核糖 核酸 酶 的 物理 化 学 性 质 完全 相同 。 这 说 ae Spe OT ST AT 
BPS BCH BEM SES ST RRM 1. ,构象 松散 ; 2. RBM 
构象 。 或 然 率 计算 表明 ,在 随机 重组 的 情况 下 ， 
当 八 个 斑 基 形成 四 个 二 硫 键 时 , 应 有 105 种 不 同 的 方式 , 但 是 ,在 复原 过 程 中 ， 走 向 随机 的 核糖 
核酸 酶 肽 链 ， 却 只 选择 了 其 中 的 一 种 方式 〈 即 与 核糖 核酸 酶 分 子 天 然 构 象 所 采取 的 方式 完全 相 
同 ), 如 图 8-37 所 示 。 这 说 明 ,核糖 核酸 酶 分 子 的 一 级 结构 决定 着 核糖 核酸 酶 分 子 特定 的 天 然 构 
象 。 

蛋 自 质 分 子 的 一 级 结构 与 二 级 结构 有 什么 关系 ? 如 何 从 一 级 结构 推测 二 级 结构 ? 最 近 十 多 
年 来 ,人 们 一 直 在 探讨 这 些 问 题 。 虽 然 还 没有 完全 解决 ， 但 是 , 已 经 取得 了 一 定 的 进展 。 探 讨 上 
述 问题 可 以 采用 各 种 方法 ,经 验 参数 法 就 是 其 中 之 一 ; 因 该 法 对 已 知 的 实验 结果 进行 了 总 结 ,并 
揭示 了 某 些 规律 ,又 因 该 法 处 理 简单 , 易 为 一 般 人 所 理解 ,所 以 ;以 此 法 为 例 说 明 结 构 预 测 工作 。 
但 不 意味 着 此 法 是 目前 最 好 的 方法 。 探 讨 一 级 结构 与 二 级 结构 的 关系 需 确定 ;多 肽 链 上 哪些 肽 
段 是 螺旋 构象 ,哪些 肽 段 是 6- 折 选 ,哪些 肽 段 是 ,. 5- 转角 ， 以 及 哪些 肽 段 是 无 规则 卷 盟 。 现 在 ， 
Chou 和 Fasman 用 经 验 参数 法 ,对 一 级 结构 与 空间 结构 都 已 知 的 29 种 蛋白 质 ， 进行 了 统计 分 
析 , 初 步 总 结 了 一 级 结构 与 二 级 结构 之 间 的 对 应 规律 但 根据 这 些 规律 预测 (已 知 一 级 结构 的 ) 未 
知 物 的 二 级 结构 尚 需 时 间 的 考验 。 

Chou 和 Fasman 对 29 种 蛋白 质 中 的 每 一 种 氨基酸 残 基 在 .&- 螺 旋 、B- 折 选 和 8- 转角 中 的 
分 布 ,进行 了 统计 学 的 处 理 , 得 到 了 表 8-4 所 示 的 20 种 氨基 酸 残 基 的 构象 参数 。 PPh MPD 
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别 和 代表 -cc- 螺 旋 、B- 折 友和 有 转角 的 构象 参数 。 以 < -螺旋 构象 参数 AR, 来 说 明 构 象 参数 的 伍 
义 : 


P,= = (8-1) 


如 表示 某 种 氨基 酸 残 基 在 蛋白 质 中 出 现 的 频率 ;7m, 表示 某 种 氨基 酸 残 基数 ; En, 表示 所 有 氨基 
酸 残 基 的 总 数 。 


Ns e@ 


Pa se (8-2) 


”了 ,< 表示 某 种 氨基 酸 残 基 在 c- 螺 旋 中 出 现 的 WR; n, :表示 号 螺旋 中 的 某 种 氨基 酸 残 基数 ， 
Sn, a eR c- 螺 旋 中 的 所 有 氨基 酸 残 基 的 总 数 。 


P= ds (8-3) 


$CAN IARTRIE TE 螺旋 中 出 现 的 频率 〈P, .) 除 以 某 种 氨基 酸 残 基 在 蛋 白质 中 出 现 的 频率 
(P,), 就 是 某 种 拨 基 酸 残 基 的 w- 螺 旋 构 象 参 数 P., 
p 折 途 和 -转角 的 构象 参数 俄 此 类 推 。 

Moe HREM PIA KIER c- 螺 旋 的 能 力 强 ， 相反 的 ; 构象 参数 水, 说 明 
形成 <- 螺旋 的 能 力 弱 。 按 照 构 象 参数 值 的 大 小 , 即 形成 "- 螺 旋 的 能 力 大 小 ,把 20 种 残 基 分 成 
六 组 ， 

) Glu, Met, Ala, Leu 形成 g- 螺 旋 的 能 力 最 强 ,以 万。 表示; 
=) Lys\Phe.Gln\Try Ie, Val 形成 -螺旋 的 能 力 中 等 ,以 所 表示 ; 
=) Asp His 形成 -螺旋 的 能 力 很 弱 , 以 表示; 
PY) Cys,Ser,Thr, Arg 是 c- 螺 旋 的 中 立 者 ,以 加 表示 ; 
五 ) Asn、Tyr 是 c- 螺 旋 的 破坏 者 ,以 2 表示 ; 

(1) Gly Pro 是 <- 螺旋 的 最 强 的 破坏 者 ,以 B.A. 

根据 表 8-4 所 示 的 各 种 残 基 的 c- 螺 旋 构象 参数 ( P。) ,如 何 从 一 级 结构 预测 g- 螺 旋 构 象 ? 

Chou 和 Fasman 将 -螺旋 划分 为 中 央 螺 旋 ( 内 螺旋 ) .N- 未 端 螺旋 和 C- 未 端 螺 话 三 部 分 。 
N- 未 端 螺 府 和 C- 未 端 螺旋 分 别 只 包含 三 个 残 基 。 与 N- 未 端 螺旋 相 邻 的 三 个 连续 的 非 螺旋 残 
基 是 N- 未 端 非 螺旋 区 ;， 与 C- 未 端 螺旋 相 邻 的 三 个 连续 的 非 螺旋 残 基 是 CAE BE, N- 
未 端 螺旋 与 N- 未 端 非 螺旋 区 以 及 'C- 未 端 澡 旋 与 C- 未 端 非 螺旋 区 ,统称 为 螺旋 经 界 ， 如 图 8-38 
所 示 由 该 图 可 以 看 出 残 基 构象 参数 4P。， 的 分 布 规律 。 在 中 央 螺 旋 的 核心 , 残 基 的 构象 参数 值 
BA, Mcp RW ee Rel Fy Hl lid N- 未 端 螺旋 和 C- 未 端 螺旋 两 个 方向 延伸 ,其 残 基 的 枯 象 参数 值 
是 逐步 减 小 的 。 因 此 ;得 出 一 个 总 的 趋势 : 最 强 的 嘿 旋 生成 者 一 -Glu Met, Ala, Leu, EE HH 
中 央 螺旋 的 核心 ;最 强 的 螺旋 破坏 者 一 -Gly、Pro\Tyr\Asn, 常 常 出 现在 N- 未 端 螺旋 区 和 iC- 未 
端 非 螺旋 区 。 

在 多 肤 链 的 二 级 结构 与 螺旋 构象 之 间 存 在 着 下 列 关 系 ; 

(=) 在 多 疏 链 的 去 个 连续 的 残 基 中 ,如 果 有 四 个 残 基 是 强 螺旋 生成 者 (万 。) 或 螺旋 生成 者 
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表 8-4 在 29 种 蛋白 中 20 种 残 基 在 “- 昧 旋 、p- 折 适 和 有 转角 中 的 构象 参数 
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Hy ,H,: 产生 cc- 螺旋 、 有 - 折 迭 的 能 力 最 强 ! je pn: 产生 ca- 螺 放 .DO- 折 和 迭 的 能 力 中 等 : La: 产生 a 螺旋 的 能 力 最 弱 ? 
B,. By: WR gc- 螺旋 、B- 折 选 的 能 力 最 强 ; go、be: 破 坏 w- 蛇 旋 、8- 折 夺 的 能 力 中 等 ie ip: 对 “螺旋 、P- 折 先是 
中 立 者 。 


N= 未 端 非 螺旋 区 “N- 未 端 螺旋 PRE | C= ABE, C -未 端 非 螺旋 区 
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图 8-38 在 15 BPR A, WR We aE Fp i he A RB B CP o> HOLE ERA Me = 折 达 疆 界 和 中 央 
B-HpKN HRS BCP > HOLE 

{Pann <Pa Sus (Ps YP arer<Pad ne IME N- a N- 末 将 螺旋 .中 央 螺 旋 、C- 末 端 螺 

lie ,C- Ae at AEBS Wie KK WA 到 fii. 每 每 个 区 包含 个 残 基 。 有 0 wr SP arn CP av cx KPadyie 

分 别 是 N- 末 端 非 8- 折返 区 、N- 末 端 8- 折 和 迭 、 tue B ? ans C- 末 端 B-4ip 85 » C— AS sid AE Pip 1K PY 
平均 已 s 值 。 每 个 区 包含 三 个 歼 基 


(ha) ,那么 ,这 二 肤 段 可 以 生成 中 央 螺 旋 的 核心 。 弱 螺旋 生成 残 基 (7o) 可 以 作为 0.5 丘 计 入 。 如 
果 此 肽 段 中 含有 1/3 或 更 多 个 螺旋 破坏 者 (了 3。 或 2.) ,那么 ,此 肽 段 便 不 可 能 生成 螺旋。 

(=) 从 中 央 螺 旋 核心 向 N- 未 端 螺 旋 和 C- 未 端 螺旋 两 个 方向 延伸 ， 直 到 具有 “Pu><1.00 
A POA RIA (by. bgt, bein, bigig, bihg, bigh, boho bsh,boih) Aik, All, EORKRAR +H, base 
ILBR HH, Bikey 6- 折 迁 也 中 止 螺旋 区 。 

(=) Pro 不 能 存在 于 中 央 螺 旋 区 或 C- 末 端 螺旋 区 。 

(四 ) Pro 和 带 负电 荷 的 Asp, Glu? “sfx” nA N- 未 端 螺旋 区 ， 带 正 电荷 的 了 iscep、 
Lys Arg“ x" nA C- 末 端 螺旋 区 。 

总 之 ;对 于 含有 六 个 或 更 多 个 残 基 的 任何 肽 段 而 言 , 如 果 此 肤 眉 是 螺旋 构象 } WA, CHA 
足下 列 三 个 条 件 ， 

(—) <P> 21.03 

fay RP ey > <9? 

(=) 符合 上 述 四 种 关系 

在 螺旋 结构 中 ， 残 基 置 换 是 否 对 螺旋 结构 产生 严重 影响 , 决定 于 残 基 的 构象 参数 Po, Bi 
如 : Glu, Ala 和 Leu MRSA, LIEW 生成 者 。 实验 表明 ，Ala 或 Leu 可 以 置换 
Glu, KAMA, Min, Leu 与 Pro 的 构象 参数 相差 很 大 。 前 者 是 强 螺旋 生成 者 ; 后 者 
是 强 螺旋 破坏 者 。 实 验 表明 , Pro 不 能 置换 Glu ,否则 ,螺旋 结构 就 会 遭 到 破坏 。 

现在 ,让 我 们 来 谈 一 谈 一 级 结构 与 8- 折 从 的 关系 。 RAR 

Chou 和 Fasman 把 6- 折返 划分 为 中 央 A-He, N-Ain 6- 折 迁 和 C- 未 端 8- 折 迁 三 部 
分 。 其 中 ，N- 未 端 6- 折 和 欠 和 C- 未 端 B- 折 和 迭 分 别 只 包含 三 个 残 基 。 与 N- 未 端 6- 折 迭 相 邻 的 
三 个 连续 的 残 基 是 N- 未 端 非 6- 折 和 提 区 ,与 C- 未 端 6- 折 友 相 邻 的 三 个 连续 的 残 基 是 C- 未 端 非 
p- 折 和 迭 区 。N- 未 端 非 6- 折 迭 区 和 N- 未 端 8- 折 迁 以 及 C- 未 端 非 6- 折 选区 和 C- 未 端 B- 折 迁 
统称 为 6- 折 和 迭 疆 界 , 如 图 8-38 所 示 。 由 该 图 可 以 看 出 ，p- 折 选 的 三 个 部 分 ， 其 残 基 构象 参数 
“Ps 均 大 于 或 等 于 1.05; 在 N- 末 端 和 C- 未 端 药 非 B- 折 迭 区 ,其 残 基 构 象 参数 4Ppy 小 于 1.05; 
产生 5- 折 和 迭 能 力 最 强 的 残 基 占 据 中 央 6- 折 和 迭 的 核心 ;在 6- 折 和 迭 的 三 个 部 分 中 , 强 5- 折 迁 形 成 
残 基 的 分 布 是 分 散 的 。 

在 一 级 结构 与 力 - 折 和 迭 之 间 , 存 在 着 下 列 关 系 ， 

(一 ) 在 多 肽 链 的 五 个 连续 的 残 基 中 ， 如 果 有 三 个 残 基 是 最 强 的 或 一 般 的 8= 折 迭 形 成 者 
(Hp Khe), MA, 这 个 肽 段 将 能 生成 6- 折 选 的 核心 。 如 果 有 1/3 RES P-EMH (Be 
或 5) ,那么 ,这 个 肽 段 就 不 可 能 生成 6- 折 选 的 核心 。 

(=) 从 中 央 B8- 折 迁 向 N- 未 端 B-HT5K A C-ACWE 8- 折 选 两 个 方向 延伸 ,直到 “Pa <1.00 
的 B -四 肽 破坏 者 (与 上 述 一 级 结构 与 螺旋 构象 的 关系 中 的 (二 ) 相 同 ) 为 目 。 

(=) Glu 很 少 存 在 于 B- 折 选中 ;Pro 很 少 存在 于 中 央 B - 折 和 迭 区 。 

(四 ) 荷 电 的 残 基 很 少 存在 于 1 - 折 选 中 ;Try 常常 出 现在 N- 未 端 B- 折 选区 ,但 很 少 存在 于 
C- 未 端 6- 折 和 迭 区 。 

总 之 ,在 多 肽 链 中 , 由 五 个 或 更 多 个 残 基 所 构成 的 肽 段 , 如 果 要 形成 8- 折 迁 , 就 必须 满足 下 
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WA: 

(—) <P,>>1.05 

(=) <Pp>><P» 

(=) 符合 上 述 一 级 结构 与 P-HiEOHKA. 

在 多 肽 链 的 某 一 肽 段 既 含有 螺旋 生成 残 基 又 含有 BT EAE OEE 的 情况 下 ,如 何 判断 此 
肽 段 是 螺旋 结构 还 是 6 - 折 迭 ? 在 这 种 情况 下 ,就 需要 比较 Pu BG <Per HK, Fi<P> > <Pp>, 
Wl) RK A 螺旋 结构 ; 若 *Pe> ><P.>, MBAKE 8- 折 失 。 

关于 一 级 结构 与 -转角 的 关系 , 通过 对 29 种 蛋白 的 408 个 B- 转 角 的 分 析 , 得 到 下 列 一 些 
初步 规律 ; 

(一 ) Pro 往往 在 第 二 位 ,不 在 第 三 位 ;Try 在 第 四 位 ,不 在 第 二 位 ; Cys 和 His 在 第 一 位 ， 不 
在 第 二 位 。 

(=) 在 全 部 的 四 个 位 置 上 , 强 A 转角 生成 者 是 :Asn、GIyY、Pro、Asp Ser。 

(=) RAM HEARSE (Val Me 和 Leu) 往往 恰好 存在 于 8- 转 角 之 外 的 区 域 。 

(四 ) 与 6- 转 角 相 邻 的 反 平 行 6- 折 和 迭 , 或 者 c-c 和 a-B 相互 作用 , 可 以 使 8- 转角 得 到 稳 


在 一 条 多 肽 链 上 ，, 任 一 四 肽 ,如 果 要 形成 5- 转角, 就 必须 满足 下 列 条 件 ， 

7 

(=) 《P.>>1.00[4P,> 是 8- 转角 发 生 的 平均 机 率 ]， 

人 9 

同一 种 氨基 酸 残 基 , 在 BRE PFE Fe 6- 折 挝 中 ,往往 表现 相反 的 作用 。 例 如 :Asn\Gly、 
Pro 是 B- 转 角 的 强生 成 者 ,可 是 ， 对 cx- 螺旋 的 形成 ; 却 是 最 大 的 破坏 者 , le、\Val\Leu 是 .DB- 转 
角 的 最 大 破坏 者 ,可 是 ,对 B- 折 和 返 , 却 是 强大 的 生成 者 ,同时 ,也 是 c- 螺 旋 的 生成 者 。 在 c= 螺 旋 、 
有 - 折 迭 的 四 肽 破坏 者 当中 ,包含 着 B- 转 角 的 强生 成 者 。 

关于 一 级 结构 与 三 级 结构 的 关系 ,现在 ,虽然 还 没有 完全 午 清 ,但 已 取得 了 一 些 进 展 ? 一 级 
结构 的 变化 可 以 导致 三 级 结构 的 变化 : 

(一 ) 4 - 转 角 的 残 基 ,， 由 于 被 其 它 残 基 置 换 ， 而 引起 如 -转角 的 破坏 时 ,， 则 三 级 结 构 随 之 
变化 。 

(=) 构成 二 硫 桥 的 两 个 Cys, 如 有 一 方 被 Tyr 置换 , 则 二 硫 桥 不 能 形成 ,三 级 结构 可 能 有 变 
化 。 形 成 侧 链 氨 键 的 Glu 与 Tyr, 如 Glu 被 Val 取代 , 则 侧 链 氢 键 不 能 形成 , 三 级 结构 可 能 有 变 
化 。 如 果 把 反 平 行 8- 折 挝 的 一 方 肽 段 变 成 <- 螺旋 ， 则 B- 折 迭 的 破坏 可 能 导致 三 级 结构 的 变 
oe 

(三 ) FOB AK BE AY BR 7k PRE He BET RSE, Bn Glu-—> Val, Glu-->Ala, 这 种 置换 ， 即 使 
不 影响 二 级 结构 ; 也 要 严重 影响 三 级 结构 。 

不 同 酶 之 间 ,或 者 不 同 的 非 酶 蛋白 之 间 , 其 一 级 结构 的 差异 ,导致 空间 结构 的 差异 ,导致 分 子 
表面 上 基 团 的 种 类 数目 及 其 精确 排 布 的 差异 ,从 而 导致 功能 的 差异 。 

但 是 ,有 愈 来 您 多 的 例子 表明 ,明显 不 同 的 氨基 酸 顺 序 , 产 生 基 本 上 相同 的 三 级 结构 ,例如 
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不 同 来 源 的 细胞 色素 * 便 是 这 样 。 为 什么 不 同 的 一 级 结构 却 能 产生 基本 上 相同 的 三 级 结构 呢 ? 
这 个 谜 现 在 还 没有 揭 开 , 尚 待 深 入 研究 。 

RNA BEARD FSAI, 千 万 不 要 忘记 环境 因子 的 影响 。 相同 的 蛋白 质 分 
子 , 由 于 配 体 的 束缚 ,溶液 pH 的 变化 ,或 者 金属 原子 (如 细胞 色素 。 中 的 Fe) 价 态 的 变化 ,可 以 导 
致 其 三 级 结构 的 变化 。 因 此 ， 蛋 白质 分 子 呈 现 什 么 样 的 三 级 结构 ， 一 级 结构 固然 有 决定 性 的 作 
用 ,但 是 ,环境 因子 也 有 较 大 的 影响 。 | r: 


第 五 节 ”蛋白质 分 子 的 四 级 结构 中 3? -520 


一 、 基 本 概念 

有 些 球 蛋白 分 子 , 含 有 二 条 或 更 多 条 多 肽 链 , 这 些 多肽 链 披 此 以 非 共 价 键 丰 联 ; AS MK 
链 都 有 自己 的 三 级 结构 。 此 多 肽 链 就 是 该 蛋白 质 分 子 的 亚 单位 ( 亚 基 )。 因 此 ,从 结构 上 清 , 亚 单 
位 就 是 蛋白 质 分 子 的 最 小 共 价 单位 。 亚 单位 ,一 般 是 由 一 条 多 肽 链 组 成 的 , 但 有 的 亚 单位 ) 也 可 
以 由 几 条 多 肽 链 构成 ， 这 些 多 肽 链 以 二 硫 桥 相连 。 由 亚 单位 到 合 而 成 的 蛋白 质 分 子 ， 叫 寡 聚 蛋 
白 。 

所 谓 四 级 结构 ,就 是 指 :各 个 亚 单位 在 寡 聚 蛋白 中 的 空间 排 布 及 亚 单位 之 间 的 相互 作用 。 让 
里 不 考虑 亚 单位 本 身 的 构象 。 由 相同 亚 单位 构成 的 四 级 结构 ; 叫 均一 四 级 结 梅 ; 由 不同 亚 音 位 构 
成 的 四 级 结构 , 叫 非 均 一 四 级 结构 。 | 

WEEK, AE BR REBR EATEN, Gilden. RARE EM FG 
六 条 催化 肽 链 和 六 条 调节 肽 链 。 每 三 个 催化 肽 链 构 成 有 催化 活性 的 催化 三 聚 体 ; ORK 
链 构成 有 调节 功能 的 调节 二 聚 体 。} 从 结构 上 看 ,这 催化 肽 链 和 调节 肽 链 就 是 天 冬 氨 酸 转 气 甲 栈 
酶 分 子 的 亚 单位 ;但 从 功能 上 看 ,催化 三 聚 体 和 调节 二 聚 体 才 是 此 酶 分 子 的 亚 单位 。 

除 亚 单位 而 外 ,在 文献 中 还 能 见 到 原 体 (protomer) 和 单 体 (monomer)。 

单 体 的 含意 较 广 ,在 不 同 的 情况 下 , 有 不 同 的 含意 , 1. KRREGOE HATS. I 
时 , 单 体 即 亚 单位 ;2. 指 蛋白 质 育 合体 中 的 重复 单位 ,此 时 ,蛋白质 分 子 本 身 即 草 体 ; 3. 指 由 一 
条 肽 链 组 成 的 蛋白 质 分 子 , 或 没有 四 级 结构 的 蛋白 质 分 子 。 sen 

Js EAS, BOR EG MASE, EID, J EM i we 

二 、 亚 单位 之 间 的 结合 

现 已 查 明 ,溶菌 酶 ,核糖 核酸 酶 . 胰 蛋 白 酶 \. 肌 红 蛋 白 ,等 等 ,都 是 单 体 蛋白 ， 在 正常 条 件 下 ， 
它们 不 能 聚合 ,没有 四 级 结构 。 但 是 ,血红 蛋白 ,天 冬 氨 酸 转 氮 甲 酰 酶 ,等 等 ;总 是 形成 四 级 结构 。 
现 已 发 现 ， 形 成 寡 聚 体 的 倾向 与 蛋白 质 中 疏水 氨基 酸 残 基 的 含量 有 关 。 这 些 蛋 白质 含有 大 约 
30% 以 上 的 疏水 氨基 酸 残 基 。 看 来 , 它们 不 可 能 将 这 些 残 基 全 部 包 藏 在 由 二 条 肽 链 拆迁 所 形成 
的 核心 里 ,过剩 的 一 些 疏 水 氨基 酸 残 基 不 得 不 暴露 到 与 水 接触 的 亚 单位 表面 上 。 亚 单位 表面 上 
的 疏水 侧 链 ,为 了 避 开 水 相 ,只 有 迫使 亚 单位 聚合 ,以 实现 把 剩余 的 疏水 侧 链 包 藏 在 亚 单位 之 间 . 
因此 ,维持 四 级 结构 的 主要 力 ,看 来 是 疏水 键 。 但 是 , 朴 水 键 并 不 是 维持 四 级 结构 的 唯 三 的 力 。 
氨 键 , 范 德 华 引力 也 一 定 参与 维持 四 级 结构 ,但 是 ,它们 可 能 仅仅 起 次 要 的 作用 。 此 四 ,在 个 别 的 
情况 下 ,离子 键 ,二 硫 键 等 也 参与 维持 四 级 结构 。 
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三 、 四 级 结构 

在 研究 蛋白 质 四 级 结构 中 ,人 们 必须 回答 下 列 两 个 问题 ， 

第 一 ,在 一 种 蛋白 质 分子 中 ,有 多 少 亚 单位 ? 这 些 亚 单位 是 否 相同 ? 

第 二 , 亚 单位 是 如 何 排 布 的 ? 

1， 亚 单位 的 种 类 与 数目 

首先 ,用 超 离心 法 或 凝 胶 过 滤 法 测定 天 然 寡 育 体 的 分 子 量 , 然 后 ,用 SDS- 凝 胶 电 泳 法 测定 亚 
单位 的 分 子 量 。 这 样 , 便 可 以 确定 寡 聚 体 中 亚 单位 的 数目 。 如 果 亚 单位 分 子 量 的 区 别 较 大 ,后 者 
还 能 揭示 亚 单位 的 种 类 。 

对 于 大 肠 杆 菌 6- 半 乳糖 苷 酶 ,经 超 离心 法 测定 ,其 分 子 量 为 540000; 经 SDS HEBEL IK HE 
定 ,其 分 子 量 为 135000。 这 些 实验 结果 表明 ;天然 蛋白 质 分 子 是 四 聚 体 ,这 个 四 聚 体 是 由 分 子 量 
相同 的 四 个 亚 单位 所 构成 的 。 如 果 用 分 析 超 离心 机 代替 SDS- 兹 胶 电泳 法 ,在 亚 单位 解 离 剂 如 
SDS, URS) MAE LEY Te 8- 半 乳糖 昔 酶 亚 单位 的 分 子 量 , 其 结果 与 SDS- 凝 胶 电 泳 法 测 得 的 
结果 完全 相同 。 这 说 明 该 酶 亚 单位 的 分 子 量 的 确 是 135,000, 但 是 , 这 两 种 方法 都 不 能 确定 这 
四 个 亚 单位 是 否 相同 。 

在 pH 7.0 稀 磷酸 缓冲 液 中 ,用 超 离心 法 测定 ,天 冬 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶 (ATCase) 的 分 子 量 为 
3.1x 105。 当 在 对 氯 驼 苯 甲 酸 的 存在 下 重新 测定 时 , 便 发 现 了 分 子 量 不 同 的 两 种 蛋白 成 分 。 其 
' 中 ,一 种 成 分 有 酶 活力 ,分 子 量 为 1.03 x 10; 另 一 种 成 分 没有 酶 活力 ,分 子 量 大 约 为 3x 104。 后 
来 ,加 8M 氧 化 肌 , 用 超 离心 机 再 研究 分 离 的 两 种 成 
分 。 MNBL, 活性 成 分 实际 上 是 由 分子 量 相同 攻 
(3.4x104) 的 三 个 催化 肽 链 所 组 成 的 三 聚 体 〈 即 催 
化 亚 单位 ); 而 无 活性 成 分 是 由 分 子 量 相同 (1.7 x 
104) 的 二 个 调节 肽 链 所 组 成 的 二 取 体 ( 即 调节 亚 音 
位 )。 因 此 ,该 酶 分 子 是 由 二 个 催化 亚 单位 和 三 个 调 


+ 
节 亚 单位 所 组 成 的 。 
对 寡 率 体 中 N- 未 端 氨 基 酸 残 基 的 种 类 与 数目 
的 准确 测定 ， 亦 可 以 为 蛋白 质 中 多 肘 链 的 数目 及 其 
是否 相同 ;提供 信息 。 在 多 肽 链 的 N -末端 残 基 相 同 
但 其 分 子 量 没有 区 别 的 情况 下 , 要 确认 多 肽 链 是 否 
真正 相同 ,有 时 是 十 分 困难 的 。 在 这 种 情况 下 ,蛋白 本 
质 的 指纹 图 可 以 作出 回答 。 和 蛋白质 经 过 蛋白 水 解 酶 图 8-39 猪 肌 肉 甘油 醛 - 磅 酸 脱 气 梅 经 过 甲酸 
AMZ HARARE RR AREA nae RCI 
BORAIL Sy, MEI TOWRA el 8-39 所 示 。 然后 ,在 pH 3.5 (S\N 75 fh) Bs BERL IK, 
这 就 是 指纹 图 谱 。 
戏 酶 仅 裂解 多 肽 链 上 的 Lys 和 Arg 的 肽 键 。 因 此 ,通常 用 胰 酶 来 制作 指纹 图 。 根据 蛋白 质 
的 毛 基 酸 定量 组 成 的 知识 ,可 以 计算 出 已 知 分 子 量 (RM) 的 天 然 蛋白 质 分 子 的 Lys 和 Arg 的 残 基 


Me 假设 这 个 数目 是 V ,每 分 子 只 有 一 条 多 肽 链 , 则 号 酶 将 使 蛋白 质 分 子 裂解 成 Y 二 1L 个 不 同 的 
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肽 段 。 如 果 每 分 子 有 两 条 相同 的 肽 链 , 则 每 一 条 肪 链 的 分 子 量 就 是 元 ,每 条 链 只 有 N12 个 Lys 
Arg 的 肽 键 。 因 此 ,预期 的 肤 段 数目 将 是 ( 字 +1 )。 如 果 指 纹 图 上 的 班 点 数目 与 此 预期 的 数目 相 


符 , 就 可 以 断定 这 两 条 肤 链 是 相同 的 ;如 果 指纹 图 上 的 得 点 数目 与 此 预期 的 数目 ( 立 十 不 相符 ， 


而 与 CNV 十 2) 的 数目 相符 ,就 可 以 断定 这 两 条 肽 链 是 不 同 的 。 因 为 两 条 不 同 的 肽 链 经 胰 酶 充分 水 
解 之 后 ,必然 产生 +2 PIKE. 

寡 聚 体 中 的 亚 单位 是 否 相同 ,最终 还 得 靠 一 级 结构 确定 。 如 采用 各 种 技术 能 证 明 仅 为 一 种 
多 肽 链 , 顺 序 研 究 又 给 予 明 确 的 一 级 结构 , 那 未 ,人们 就 能 很 有 把 握 地 断定 ,所 有 的 肽 链 都 是 相同 
的 。 换 名 话说 ,所 有 的 亚 单位 都 是 相同 的 。 

使 用 上 述 各 种 方法 ,已 经 发 现 ( 据 1974 年 统计 ,650 多 种 蛋白 质 具 有 四 级 结构 ,其 中 ;500 多 


表 8-5 蛋白质 分 子 中 亚 单 位 的 种 类 与 数目 
亚 单 位 


数 A ay ey Tak 

血红 蛋白 哺乳 动物 血 64250 4 (czp:) @: 15130 
B: 15870 

PEED RE 感染 的 叶片 39400000 2130* 17530 
伴 刀 豆 球 蛋 白人 Jack beans 55000 o* 27000 
乳 球 蛋白 牛 36750 2* 18375 
WES Cholera vibrios 84000 6* 14000 
MRAZ 血 2% 125000 4 (42/2) a: 16000 
B; 53000 

神经 生长 因子 in 26520 oe 13260 
FL BERL IS 大 肠 杆菌 150000 4* 39000 
it Sit Bas + UF 240000 4* 60000 
Ce RAR Re 6B} 141000 4* 35000 
Hh a Renilla 34000 a 12000. 
eR Se Neurospora 54000 4 (a,B2) 13500 
天 冬 氨 酸 激酶 多 粘 芽孢 杆菌 116000 4 (af) a: 17000 
1 B: 43000 

Fe SAR AK 眼 品 状 体 330000 6* 58000 
% 255000 4* 63500 

ERIKA Be 猪 ” 脑 370000 get 46000 
猪 肾 370000 4* 90000 

磷酸 果糖 激酶 Be 母 770000 6* 130000 
HARBHAEA ERB 220000 4 (a,f2) a: 50700 
B: 59500 

AAMAS - 同 上 55000 or 27500 — 
RK AGHA P Milli 大 肠 杆菌 310000 12 (CyR,) C- 链 : 34000 
R- 链 : 17000 

TLS ee 心 150000 4* 35000 
BARA KM 大 肠 杆 菌 149000 4 (a,8;) a: 29500 
B: 45000 
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*: 表示 亚 基 相同 
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种 是 酶 。 表 8-5 列举 了 一 部 分 蛋白 质 分 子 的 亚 单位 种 类 与 数目 。 

蛋白 质 分 子 的 亚 单位 数目 ,有 二 四 、 六 \ 八 十 二 、2130 等 。 大 多数 和 蛋白质 分 子 的 亚 单位 数 
是 偶数 ,个 别 的 是 奇数 ,如 : 虫 蔓 光 素 酶 分 子 含 三 个 亚 单位 。 蛋 白质 分 子 的 亚 单位 种 类 ,一般 是 一 
种 或 两 种 。 

2. 亚 单位 的 空间 排 布 

在 蛋白 质 分 子 中 , 亚 单位 是 如 何 排 布 的 ? 应 用 X- 射 线 结构 分 析 和 电子 显微镜 ， 可 以 看 到 亚 
单位 的 排 布 。 其 中 , X- 射 线 结 构 分 析 法 是 研究 亚 单位 排 布 的 最 强 有 力 的 工具 。 

(一 ) 血红 蛋白 分 子 四 级 结构 

血红 蛋白 分 子 是 四 聚 体 ， 包 含 两 个 相同 的 c- 亚 单位 (a- 肽 链 ) 和 两 个 相同 的 6B- 亚 单位 (C- 
ket), SSA 分辨 力 的 X- 射 线 结构 分 析 揭示 : 不 论 是 c- 亚 单位 还 是 8- 亚 单位 ,其 三 级 结构 都 
与 肌 红 蛋白 的 三 级 结构 基本 上 相同 ,为 球状 结构 。 相 同 的 亚 单位 分 别 配 对 ,四 个 亚 单位 按 四 面体 
方式 排 布 。 亚 单位 之 间 凹 凸 相 补 , 形 成 一 个 四 面体 ,长 ` 宽 高 分 别 为 64A、55A 和 50 A, wn 8- 
40 所 示 。 


图 8-40 血红 蛋白 分 子 四 级 结构 


(=) KAABRA TRB FORAY 

天 冬 氨 酸 转 氮 甲 酰 酶 催化 氨 甲 酰 历 酸 的 所 甲 酰 基 向 天 冬 氨 酸 转移 的 反应 。 此 酶 受 CTP 反 
iat iil. 

RA RIBERA FS ABT 9 EA ie, = 7 FD 9 Vd AN ZR 
子 。 其 分 子 量 为 310000。 催 化 亚 单位 有 催化 活性 ,分 子 量 为 103000。 它 含有 三 个 相同 的 分 子 量 
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为 34000 的 催化 肘 链 。 调 攻 亚 单位 没有 催化 活性 ;但 能 结合 CTP; 分 子 量 为 340008 ESARIY 
相同 的 分 子 量 17000 的 谓 节 肽 链 。 因 此 ;天 冬 所 酸 转 氨 甲 酰 酶 分 子 实 际 上 含有 六 条 煤化 联 链 (C- 
链 ) 和 六 条 调节 肽 链 (R- 链 ) ,是 十 三 聚 体 。 在 天 冬 氨 酸 转 所 甲醛 酶 分 子 中 ;这 天 个 候 做 芍 钾 和 六 
个 调节 肽 链 是 如 何 排 布 的 ? SLE, X- 射 线 结构 分 析 法 、 电 子 显 微 镜 法 以 及 其 它 物理 化 举 筋 攻 为 
此 提供 了 一 些 重要 的 信息 。 根据 这 些 信息 ， 人 们 纷纷 提出 了 有 关 此 酶 四 级 结构 的 各 种 和 模型 。 这 
里 仅 介 绍 其 中 的 两 个 模型 。 LARD 
1972 4, Schachman 等 人 提出 二 种 模型 , gn 8-41 Pha, = RBA RE R= 
ACHR, LABS BRERA, UE, SRE LP BE, Bs 
个 圆柱 形 的 调节 肽 链 互 相 结 合 ; 枸 成 了 “V" 形 的 调节 一 宗 体 , 即 调节 亚 单 位 。 HPP ORAS 
间 不 直接 结合 。 它 们 位 于 两 个 上 下 迭 加 的 催化 三 聚 体 的 周围 上 SR eS Tt 
催化 三 豪 体 的 一 个 俱 化 肤 链 结合 , 另 一 个 调节 肽 链 则 与 上 面 的 催化 三 取 体 的 三 不 念 化 朋 链 结合 。 吕 
与 三 聚 体 的 两 个 调节 肤 链 分 别 结合 的 商 个 催化 肽 链 处 于 对 角 线 上 。 (SMe eine ae 


图 8-41 天 冬 氨 酸 转 氨 甲 酰 醉 分 子 四 级 结构 模型 图 8-42 天 冬 氨 酸 转 氮 甲 酰 酶 分 子 四 级 结构 模型 


后 来 ,有 人 提出 男 一 种 模型 ,如 图 8-42 所 示 。 该 楼 型 分 顶部 ,底部 和 中 央 区 三 层 。 顶 部 与 底下 | ， 
部 的 三 角形 单位 表示 两 个 催化 三 聚 体 。 每 个 三 聚 体 中 的 三 个 黑 点 才 示 活 几 部 位 一 SH 基 的 位 置 。 
这 琐 个 催化 三 聚 体 可 能 不 直接 相 联 ,由 中 央 区 隔 开 : 

分 子 中 央 区 是 一 个 中 心 有 空 腕 的 三 角 柱 。 它 表示 三 个 调节 亚 基 的 排 布 。 就 每 二 个 调节 亚 基 
而 言 ,其 主要 部 分 位 于 这 -区 的 尖端 ， 次 要 部 分 沿边 彼此 结合 。) CNTR 

这 两 个 模型 的 主要 分 歧 是 ， 

(1) 前 者 认为 两 个 催化 三 育 体 直接 接近 ;后 者 认为 西 个 催化 三 罕 体 不 直接 接近 ;为 三 个 调 
一 聚 体 所 分 开 ; | 
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《2 冯 前 者 认为 三 个 调节 二 育 体 不 直接 结合 ;后 者 认为 三 个 调节 二 聚 体 互 相 结合 。 
/两 个 催化 三 聚 体 是 否 直接 接近 ? 三 个 调节 二 聚 体 是 否 互 相 结合 ?. 现 在 正在 研究 之 中 。 
(2) 固 氨 酶 二 组 分 的 四 级 结构 “0 
BG HE tt No 还 原 成 NHs， 是 一 种 多 功能 的 氧化 还 原 酶 。 它 是 由 钼 铁 蛋 白 和 铁 蛋 白 所 
se 钼 铁 蛋 白 分 子 是 由 两 个 相同 的 c- 亚 单位 和 两 个 相同 的 B- 亚 单位 所 组 成 的 四 聚 
th SEA FB 220000。c- 亚 单位 和 B- 亚 单位 的 分 子 量 分 别 为 50700 和 59500。 詹 蛋白 分 子 量 
为 55000， 它 包 含 两 个 相同 的 亚 单位 。 用 电子 显微镜 观察 均一 的 钥 铁 蛋白 制剂, RAR ANY 
每 个 亚 单位 都 是 球状 的 ;其 大 小 为 一 40 一 45 人 ,四 个 亚 单位 按 四 方形 排 布 , 如 图 8-43 a 所 示 。 在 
”电镜 下 可 以 看 到 铁 蛋 白 分 子 的 四 级 结构 。 栅 个 直径 为 35 士 5 从 的 球状 亚 单位 成 对 地 结合 起 来 ， 
3: 如 图 8-43 b 所 示 。 
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8-43 ARRMCOAOMUReY 图 8-44 FAMMAMS TORY 
a; FRRADT 
b: KEADF 


(四 ) 谷 氨 酸 脱 氢 酶 
谷 氨 酸 脱 氨 酶 分 子 是 分 子 量 为 313000 的 六 聚 体 。 这 个 六 聚 体 含 有 六 个 相同 的 亚 单位 。 这 
六 个 亚 单位 是 如 何 排 布 的 ? 根据 电镜 研究 结果 ,有 人 提出 图 8-44 Prat we 


ER cc) Ce 


tes tty, ERR LTS. 还 存在 一 类 纤维 状 蛋白 。 这 一 类 蛋白 一 般 具 有 下 列 四 个 特性 ， 
不 溶 于 水 , 在 一 定 队 度 内 俘 长 之 后 还 可 以 恢复 ; 不 被 一 般 的 蛋白 水 解 酶 所 水 钼 ，! 具有 不 同 于 球 蛋 
里 自 的 特殊 的 氨基 酸 组 成 。 根 据 葡 - 光 衍射 图 的 不 同 , 或 者 肽 链 蜀 象 的 不 同 , 人 们 把 纤维 状 蛋白 类 
是 分 成 三 个 组 , 即 ，c- 角 蛋白 组 (&- 螺 旋 型 ); 丝 心 蛋 白 组 ( 折 迭 片 层 型 ) 和 胶原 组 (三 股 螺旋 型 ) 。 这 
些 纤维 状 蛋 自 在 动物 的 体内 和 体 卖 起 支架 和 保护 作用 , 故 又 称 之 为 结构 蛋白 。 角 蛋白 、 丝 心 蛋白 
是 有 三 个 组 的 只 要 的 人 
一 、aw- 角 蛋白 组 

时 。 “- 角 秋 白 组 包括 ，c- 角 蛋白 \ 肌 球 蛋白 ,表皮 和 纤维 蛋白 原 ， 和 为 K-M-E-F 组 。 这 一 组 蛋 
自 的 共同 特点 是 ， 它 们 都 具有 c- 螺 旋 结 构 , 故 又 称 之 为 K- 螺 旋 弄 

ca- 角 蛋 自 存在 于 动物 的 毛 ,发 , 爪 . 蹄 ,羽毛 、 mea oh, SEAT BUNNY fg ES, 

FSA , Berk RHE ALE 1196 RS, ANE LAB X ERT IE 
MRL, RAIA AMER ae, HPAP co ME RAMA, ER—T HE 20 A 
的 绳 状 的 左手 超 螺旋 (= ME). PA SRE MEE AE (protofibril)。 在 原 纤维 中 ,螺旋 
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之 间 通 过 许多 二 硫 桥 交 联 。 九 个 原 纤 维 集合 在 另外 两 个 原 纤 维 的 FL, 产 生 了 一 个 直径 80A、 
电镜 下 可 见 的 微 纤 维 (microfibril) 。 几 百 个 微 纤维 结合 成 直径 2000 A 的 巨 纤 维 (macrofibril) 。 
许多 巨 纤 维 平 行 束缚 ,生成 无 生命 的 细胞 。 这 些 细胞 平行 堆积 ,生成 羊毛 纤维 。 羊 毛 纤 维 的 重要 特 
性 是 :它们 能 够 被 拉 长 ,并 具有 弹性 。 羊 毛 纤 维 的 拉 长 ， 是 由 于 氢 键 的 破坏 而 导致 cies 
平行 6- 折 和 迭 片 层 的 结果 ,其 弹性 起 因 于 二 硫 桥 在 螺旋 之 间 的 交 联 。 

二 、 丝 心 蛋 白 组 

丝 心 蛋白 存在 于 蚕丝 之 中 。G1y、Ala ,Ser 的 含量 特别 多 ,. 占 87% 。 其 一 级 结构 亦 非常 特殊 ， 
& A (Gly—Ser—Gly—Ala—Gly—Ala), 的 重复 顺序 。X -射线 结构 分 析 揭 示 ， 丝 心 蛋 白 具 有 
反 平 行 8- 折 迭 片 层 。 由 于 缺少 半 胰 氛 酸 残 基 , P-TRABZA, 不 是 用 二 硫 桥 交 联 的 ， 而 是 用 
范 德 华 引力 联系 的 。 因 此 , 丝 心 蛋白 有 很 大 的 柔软 性 。 由 于 丝 心 蛋白 结构 是 8- 折 返 片 层 , 所 以 ， 
它 不 可 能 象 羊毛 纤维 那样 被 拉 长 。 

三 、 胶 原 组 

胶原 广泛 地 存在 于 各 种 动物 体 中 ， 占 机 体 总 蛋白 的 25 一 3026， 是 皮肤 ` 软 骨 、\ 动 脉 管 壁 以 及 
.结缔 组 织 的 成 分 。 胶 原 的 氮 基 酸 组 成 极为 异常 Gly(33%), Pro(12%) #1 Hypro(9%) 的 含量 
特别 高 。 胶 原 的 基本 结构 是 由 分 子 量 360,000 的 原 胶 原 蛋白 (tropocollagen) 分 子 所 组 成 的 。 原 
胶原 蛋白 分 子 是 直径 14 人 ,长 2800 人 的 棒状 物 。 它 是 由 三 条 多 肽 链 组 成 的 。 每 一 条 多 肽 链 含有 


@ HyPro 
© ,Pro 
o Gly 
图 8-45 胶原 结构 中 的 三 股 螺旋 图 8-46 原 胶原 蛋白 分 子 聚 合成 胶原 纤维 


“。: 表示 用 重金 属 盐 染 色 后 , 重金 属 原子 与 原 胶原 蛋白 分 
子 中 的 特殊 化 学 基 团结 合 的 地 方 


大 约 1000 个 氨基 酸 残 基 ， 分 子 量 大 约 120000。 这 种 多 肽 链 不 可 能 形成 <- 螺 旋 。 se 
Pro,Hypro 的 含量 太 高 ;pro 和 Hypro 是 ix- 螺旋 的 破坏 者 。 每 条 多 肽 链 略 微 向 左 扭 成 左手 螺旋 ， 
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三 条 肽 链 相 互 绞 合 成 右手 大 螺旋 。 

这 种 螺旋 叫 三 股 螺 旋 (triple helix) 或 超 螺旋 (super-helix)。 在 此 螺旋 中 , 肽 链 之 间 : geen 
联系 , 氢 键 垂直 于 纤维 轴 ( 图 8-45), 

原 胶 原 蛋 白 分 子 按照 图 8-46 所 示 的 方式 育 合 成 胶原 纤维 。 此 BRA RA Be IR 
之 后 ,在 电镜 下 可 以 看 见 明 凡 相 间 的 带 。 

习 题 

1. 解释 下 列 名词 ， 

() 蛋 和 白质 分 子 ;(2) 二 级 结构 !(3) 三 级 结构 ;(4) 四 级 结构 ;(5) 亚 单位 ;(6) 单 体 ; (7) BRAAs(8) 
原 体 !(9) 肽 单位 ;10) 二 面 角 。 

2. 构象 与 构 型 有 何 区 别 ? 

3. HAAS. Birk eID. 离子 键 、 二 硫 键 和 配 位 键 ? 它们 是 由 蛋白 质 中 的 那些 基 团 形成 的 ? 对 
蛋白 质 构象 起 何 作 用 ? 

4. 和 蛋 自 质 多 肽 链 为 什么 能 够 形成 二 ,三 级 结构 ? 为 什么 大 多 数 蛋 白质 分 子 总 是 形成 球状 构象 ? 
。 说 明 cx- 螺旋 .6- 折 和 迭 和 B- 转 角 的 特点 。 
。 布 手 c- 螺 旋 构 象 为 什么 最 稳定 ? 
。 举例 说 明 二 面 角 (%;) 对 多 肽 链 构象 的 影响 ? 
。 略 述 蛋 白质 立体 化 学 的 基本 原则 。 
。 举 例 说 明 球 蛋 和 白 分 子 二 ,三 级 结构 的 一 般 特 征 。 

10. 在 蛋白 质 多 肽 链 中 的 氨基 酸 残 基 的 侧 链 之 间 , 有 那些 相互 作用 ? 这 些 相互 作用 对 和 蛋白质 构象 有 何 影响 ? 
环境 因素 为 什么 能 对 蛋白 质 构 象 产生 影响 ? 

ll. 为 什么 每 一 种 蛋白 质 都 有 自己 特定 的 构象 ? BARAT 采取 件 委 样 的 构象 形式 ， 是 由 那些 因素 决定 
的 ? 

12， 判 断 下 列 肽 段 能 否 构成 螺旋 ,6- 折 迭 及 8- 转角 (以 经 验 参 数 法 )， 

(1) Phe-Leu-His-Thr-Ser-Pro 

(2) Met-Pro-Ala-Thr-Leu-Leu-Ile 

(3) Leu=Ile-Met-Pro-Ala-Thr-Leu 

(4) Tyr-Arg-Gly-Tyr 

(5) Gly-Leu-Asp-Asn 

13. 判别 下 列 肽 链 是 xc- 系 螺旋 还 是 >- 系 螺旋 ,并 写 出 其 Sy 表达 式 。 

H O H 


| | i 
I 
Rare pee NCPC NOC NLC Nei -C— 


oOo ora, G-or 


H 6 H O Hi O 
Fa eB ER at ) 
H O O o rf 
SOE REE Bs Mir Ro ted, Sp taig lice oh tama 2 = 
H i i i 


14. 解释 下 列 名 词 ， 
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18. 
19. 
20. 
21. 


(1) 直线 点 阵 ;(2) 平面 点 阵 ;(3) 空间 点 阵 ;(4) 结 点 ;(5) 晶 胞 ;6) DHEA (7) flan wie, 
15. 为 什么 衍射 线 的 方向 决定 于 晶 胞 大 小 ? 为 什么 衍射 线 的 强度 决定 于 曲 胞 中 原子 的 排 布 ? 
16. 什么 是 单 唱 回转 法 ? 它 对 样品 的 要 求 是 什么 ? 能 解决 什么 问题 ? 


S 3 文 献 


. G. H. Haggis, Introduction to Molecular Biology, William Clowes & Sons, Limited London, Bec- 


cles and Colchester, 1974 


. S. Blackburn, Enzyme Structure and Functicn, Marcel Dekker, Inc. New York and Basel, 1976 
- H-D Jakubke, et a!., Amino Acids. Peptides and Proteins, An Introduction, The.Macmillan Press 


Ltd., London and Basingstoke, 1977 


. W. Ferdinand, The Enzyme Molecule, John Wiley & Sons, London. New York. Sieh, of 


1976 at 
R. Jaenicke, et al., Protein-Protein Interactions, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, Nei York, 
1972 


. R. H. Haschemeyer, et al., Protein, A Guide to Study by Physical and Chemical Methods, John 


Wiley & Sons, Inc. 1973 
C. B. Anfinsen, et al., Current Topics in Biochemistry Academic Press, Inc., New York and 
London, 1973 _ : SRt-s 


¥ ed 


。 北京 医学 院 生 物 物 理 教 研 组 ， 生 物 物 理学 ， 人 民 卫 生出 版 社 ，1961 

. P. Y. Chou, et al., Ann. Rev. Biochemistry, 47, 251 (1978) 

. P. Y; Chou, et al., Biochemistry, 13, 211 (1974) wu Ot 2 oe 

。 等 5 Seg nile 1977 A.B. 
: F. Eee “The eae and 让 of Proteins Academic Press Inc.， 1963 

hie Light, Proteins Structure and Function, Prentice-Hall, Inc., Engiewood Cliffs, New Jersey, 


1974 bal 3 iS PK REIS 


. E. E. Conn, et al., Qutlines of Biochemistry, 1976 ' ; 
. R. F. Steiner, The Chemical Foundations of Molocular Biology, D. Van Nostra Combi Ine. : 


Princeton, New Jersey Toronto New Ycrk London. 1965 


. T. L. Blundell, et al., Protein Crystallography, Academic Press, New York. London, San Franeisco- 


1976 et't (Stet Tat) 
KOS, BSARMKOMTKL, FAW 4—, 1976 a aia 
K. E. WERE, WRAL, PAARL, WBUEME, 1978 ai 
JI. A, Cstpyosa, ua., Monexyaaspuaa Buonorusa, 5 (5) 726, 1971 VIDEO SBD 
D. E. Meizler, Biochemistry, Academic Press, New York San Francisco London, 1977 | 


°-224 


第 九 章 ”溶液 中 蛋白 质 分 子 构 象 的 研究 方法 
Be EA Jie tk 


蛋白 质 分 子 采 取 什 么 样 的 构象 ,主要 决定 于 蛋白 质 一 级 结构 , 即 主要 决定 于 多 肽 链 中 便 链 之 
闻 的 相互 作用 ;其 次 ,决定 于 便 链 与 水 分 子 之 间 的 相互 作用 。 蛋 白质 分 子 构 象 还 明显 地 依赖 于 蛋 
扣 质 的 溶剂 环境 例如， PH、 温度 或 离子 强度 的 微小 变化 , 可 以 使 蛋白 质 分 地 构象 发 生 很 大 的 变 
化 。 若 溶质 能 与 侧 链 相 互 作用 ,或 者 影响 水 的 结构 ,那么 ,向 水 加 入 溶质 ,就 可 以 影响 蛋白 质 分 子 
的 构象 。 

在 有 机 体 中 ,蛋白 质 分 子 不 是 孤立 的 。 它 们 生活 在 水 溶液 中 或 生物 膜 上 ,与 各 种 各 样 的 大 大 
小 小 的 分 子 、 离 子 发 生 相 互 作用 。 蛋 白质 分 子 构象 不 是 静止 的 。 各 种 化 学 因子 (如 pA, 离子 强 
度 , 水 : 底 物 \ 激 活 剂 \ 抑 制剂 等 ) 和 物理 因子 (如 温度 .紫外 线 ,电离 加 射 ,超声波 等 ) 都 在 促使 蛋白 
质 分 子 构象 发 生变 化 。 在 正常 的 条 件 下 , 蛋白 质 分 子 构象 有 正常 的 变化 规律 , 从 而 呈现 生物 活 
性 ;在 异常 的 条 件 下 ， 蛋白 质 分 子 构 参 有 异常 的 变化 规律 ,从 而 导致 生物 活性 的 表 失 。 下 白质 分 
子 构 象 在 正常 和 异常 条 件 下 的 变化 规律 ,现在 还 没有 被 人 们 所 完全 认识 ,需要 深入 研究 。 

第 一 节 ”溶液 中 蛋白 质 分子 构 象 的 研究 方法 

蛋白 质 分 子 呈 现 生物 功能 ,大 多 数 是 在 水 溶液 中 或 界面 上 进行 的 , 而 且 , 其 构象 在 不 断 地 变 
化 之 中 。 这 种 变化 过 程 ,往往 是 几 个 大 分 子 相互 作用 的 结果 。 

研究 大 白质 分 子 在 溶液 中 的 构象 变化 ， 对 冰 明 蛋白 质 结构 与 功能 的 关系 ,特别 是 酶 催化 机 
理 ， 具 有 重要 的 意义 。 因 此 ， 需 要 有 一 些 实验 方法 来 测定 溶液 中 的 蛋白 质 分 子 构 象 及 其 变化 过 
程 。 

X -射线 结 构 分 析 法 ,虽然 可 以 准确 地 测定 晶 坊 蛋白 质 分 子 的 构象 ,但 是 ,不 能 测定 溶液 中 的 
蛋白 质 分 子 构象 及 其 变化 的 全 过 程 , 更 不 能 描绘 相互 作用 的 几 个 大 分 子 的 构象 变化 过 程 。 

五 二 年代 建 立 起 来 的 旋光 色散 、 重 气 交 换 和 紫外 差 示 光谱 等 方法 ， 经 过 改进 , 现在 已 成 为 实 
验 室 的 常规 技术 。 它 们 为 溶液 中 的 蛋白 质 分 子 二 级 结构 ,提供 了 一 些 信息 。 

近 十 多 年 来 ; 苇 矿 共振 :激光 拉 曼 光谱 、 中 子 衍射 以 及 划 光 光谱 等 一 系列 的 新 技术 ,在 探测 溶 
液 中 蛋白 质 分 子 的 构象 变化 及 其 与 功能 的 关系 中 ， 已 经 显示 了 巨大 的 潜力 。 但 是 ， 用 这 些 新 技 
术 ,目前 还 不 可 能 乔 清水 溶液 中 蛋白 质 分 子 的 整个 构象 。 

一 、 紫 外 吸收 法 

溶液 中 的 蛋白 质 分 子 能 够 吸收 一 定 波长 范围 的 紫外 线 ,产生 紫外 吸收 光谱 。 这 种 吸收 光谱 
可 以 用 紫外 分 光 光 庆 计 测定 。 和 蛋白 质 分 子 为 什么 能 够 吸收 紫外 线 呢 ? 主要 是 由 于 Try, Tyr, 
Phe 的 吸收 ;其 次 ,是 由 于 His 和 CysH 的 吸收 ;此 外 , 还 由 于 肽 基 团 的 吸收 。 其 中 , 值得 特别 注 
意 的 是 Try、Tyr 和 Phe。 这 三 种 氨基 酸 由 于 其 发 色 团 不 同 而 有 不 同 的 紫外 吸收 光谱 ， 如 图 9-1 
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所 示 。 


Try 和 Tyr 在 280 nm 附近 有 一 个 吸收 峰 ，Phe 在 257 nm 有 一 个 吸收 峰 。 大 多 数 蛋白 质 
在 280 nm 附近 有 一 个 吸收 峰 。 这 个 吸收 峰 主 要 是 由 于 Try ,和 Tyr 残 基 的 吸收 。 


200 220 240 260 #280 
波长 Cnm) 
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9-1 在 pH6 溶液 中 ,Try、\Tyr 和 Phe 的 紫外 吸收 光谱 


对 Amex ME 有 很 大 影响 。 
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发 色 团 的 吸收 光谱 ， 受 下 列 三 种 
因素 的 影响 

1. pH Ay xin 

溶剂 的 pH 决定 可 电 离 的 发 色 团 
的 电离 状态 。 例如 : Tyr 在 pH6 和 
pH 13 的 两 个 溶液 中 ， 有 不 同 的 紫外 
吸收 光谱 ， 如 图 9-2 所 示 。 在 pH 13, 
由 于 Tyr 的 酚 基 OH 发 生 电离 而 带 负 
电荷 ,使 最 大 吸收 峰 的 波长 45) 和 
克 分 子 吸收 系数 ( 克 分 子 消 光 系 数 ， 
2) 增 大 。 

2. 溶剂 或 邻近 分 子 的 极 性 影响 

极 性 溶剂 和 非 极 性 溶剂 对 极 性 发 
色 团 的 吸收 光谱 有 不 同 的 影响 。 例 
do; Tyr 在 极 性 溶剂 中 的 Ama 小 于 
在 非 极 性 溶剂 中 的 Amaro 

3. 邻近 发 色 团 的 相对 取向 ,常常 


根据 已 知 结构 的 蛋白 质 的 紫外 吸收 光谱 研究 ,人 们 已 经 总 结 出 下 列 经 验 规律 


1. 如 果 Try, Tyr, Phe 和 His 从 极 性 
环境 移 人 非 极 性 环境 中 , 则 4 和 se 增 
加 。 根 据 这 一 规律 ， 可 以 对 下 列 现象 作出 
推测 

(一 ) 在 极 性 溶剂 中 ， 如 果 蛋 白质 中 
氨基 酸 残 基 的 Ana Me 大 于 自由 存在 的 
同一 种 氨基 酸 的 Anas 和 上， 那么 ， 这 种 氢 
基 酸 残 基 一 定位 于 蛋白 质 分 子 的 内 部 ， 并 
被 非 极 性 氮 基 酸 残 基 所 包围 。 

(=) 如 果 蛋 白质 吸收 光谱 对 溶剂 的 
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在 pH6 的 1 ax = 274nm 
在 pH13 的 1&k =295nm 


270 290 310 


A(nm ) 


图 9-2 Tyr 在 pPH6 和 pHI13 的 吸收 光谱 


极 性 变化 很 敏感 ,那么 , 产生 Anas 和 8 变化 的 氨基 酸 残 基 一 定位 于 蛋白 质 分 子 的 表面 。 

2. 氨基 酸 侧 链 基 团 (如 :Tyr 的 一 OH 基 、.CysH 的 一 SH 基 和 His 的 咪唑 基 ) 由 于 溶剂 pH 的 
变化 而 带电 荷 时 , 则 和 .和 8 往往 是 增加 的 。 根 据 这 一 规律 ,可 以 对 下 列 现象 作出 推测 ; 

(一 ) 如 果 蛋 所 质 溶液 以 酸 碱 滴定 时 ,看 不 到 发 色 团 的 光谱 变化 ,那么 ,此 发 色 团 一 定 埋藏 在 
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蛋白 质 分 子 的 非 极 性 区 内 。 

(=) 如 果 由 pH 引起 的 光谱 变化 表明 ， 蛋 白质 中 可 电离 的 氨基 酸 残 基 侧 链 基 团 , 与 溶液 中 
自由 存在 的 同一 种 氨基 酸 侧 链 基 团 , 具 有 接近 的 pK (A, 那么， 此 氨基 酸 残 基 位 于 蛋白 质 分 子 的 
表面 。 
(=) 如 果 由 pH 引起 的 光谱 变化 指明 了 一 个 十 分 不 同 的 pK 值 ， 那么 , 此 氨 基 酸 残 基 可 能 
位 于 强 极 性 环境 (如 ，Tyr 被 一 COOH 基 包 围 ) 中 。 

现在 ,应 用 紫外 吸收 靶 可 以 探讨 下 列 问题 ， 

1. 芳香 族 氨基 酸 残 基 是 位 于 蛋白 质 分 子 的 表面 , 还 是 内 部 ? 是 处 于 极 性 环境 , 还 是 非 极 性 
环境 ? 数量 多 少 ? 

2. 在 物理 和 化 学 因素 的 影响 下 ,蛋白质 二 、 三 级 结构 有 无 变化 ? 变化 的 过 程 如 何 ? 这 可 以 
通过 下 列 两 条 途径 来 进行 ， 

(一 ) 用 差 示 分 光 光 度 法 ,在 280 nm 波长 附近 ,测定 蛋白 质 中 芳香 族 残 基 (Tyr Try) em 
收 变化 (As) ,以 检测 和 追踪 蛋白 质 分 子 中 的 <c- 螺 旋 与 无 规则 卷曲 的 转化 。 

(=) 用 差 示 分 光 光 度 法 ， 在 190 一 220 nm 波长 ,测定 蛋白 质 中 肽 基 轩 的 光 吸 收 变化 ,以 检 
测 和 追踪 c- 螺 旋 与 无 规则 卷曲 的 转化 。 蛋 白质 除 280 nm 吸收 峰 而 外 ,还 有 一 个 重要 的 吸收 区 。 
这 个 吸收 区 是 在 波长 190 nm 附近 。 它 是 由 于 肽 基 轩 的 吸收 而 产生 的 。 这 个 吸收 区 受 肽 链 构象 
的 影响 。 例 如 ， 聚 L-Lys 在 这 个 吸收 区 的 吸收 光谱 ， 随 它 的 构象 变化 (c- 螺 旋 、B- 折 迁 和 无 规 
则 卷曲 ) 而 变化 ,如 图 9-3 所 示 。 
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图 9-3 R-L-Lys 在 水 溶液 中 的 紫外 吸收 光谱 图 9-4 色 氮 酸 的 吸收 光谱 与 荧光 光谱 
1. 吸收 光谱 8 2. 荧光 光谱 
由 此 可 见 , 当 肽 链 骨 架 由 无 规则 卷曲 变 成 <c- 螺 旋 时 ,吸收 明显 下 降 。 因 此 ,可 以 通过 测定 波 
长 在 190 nm 附近 的 光 吸 收 变化 ,来 追踪 蛋白 质 分 子 中 xc- 螺 旋 与 无 规则 卷曲 的 转化 过 程 。 
=. REHAB 
有 些 分 子 吸 收 一 定 波长 的 入 射 光 ,经 过 10-°—1078 秒 , 能 发射 较 长 波长 的 光 ， 这 种 光 就 是 荣 
光 。 能 产生 荧光 的 物质 , 叫 荧光 物质 。 荧 光 物 质 分 子 在 吸收 不 同 波长 的 入射 光 之 后 ,能 发 射 不 同 
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图 9-5 荧光 分 光 光 度 计 结构 示意 图 


Tyr 
1.4 303 (mm) 


Try 
348 (nm) 


波长 (nm ) 
图 9-6 Try, Tyr 和 了 Phe 在 中 性 水 溶液 中 的 荧光 光谱 


波长 的 荧光 , 从 面 产生 荧 引 光谱。 黄 光 波长 总 是 比 关 射 光 的 波长 长 (图 吕 4), nies 
仪器 是 荧光 分 光 光 度 计 ,其 结构 如 图 9-5 所 示 。 
摘 写 荧光 产生 机 率 的 参数 是 量子 产量 (Q ) 。 


Q = Baie PEICFEF BL 
PMC ICL 


nse 量 大 小 的 因素 很 多 。 其 中 ,有 一 些 是 内 因子 ; 即 分 子 本 身 的 结构 ; fH 
AS. RSP RAF A: 温度 .pH ,溶剂 的 极 性 ,熄灭 剂 ,等 等 

四 于 奖 光 物质 分 于 与 溶剂 分 子 或 其 它 溶 质 分 子 的 相互 作用 ， ri |e Se EE LAY ny 
荧光 熄灭 。 引 起 荧光 熄灭 的 物质 , 叫 熄 灭 剂 , 如 : AAAS. Bete .O,, SF, 
熄灭 剂 与 获 光 物质 分 子 的 作用 是 有 选择 性 的 。 

荧光 光谱 法 是 研究 水 溶液 中 蛋白 质 分 子 构象 的 一 种 新 工具 。 箱 用 该 法 研究 蛋白 质 在 水 溶液 
中 的 构象 ,有 两 条 途径 ， 一 条 是 测定 蛋白 质 分 子 的 自身 荣光; 另 一 条 是 ， 向 蛋白 质 分 子 的 特殊 部 
位 ' 纪 [入 荧光 探测 剂 [如 :1- 葵 胺 基 -8- 磺 基 蒜 (ANS); 1- 二 甲 基 氨 基 - 蔡 -5- 磺 酸 盐 (DNS) 及 其 
衍生 物 一 一 1- 二 甲 基 毛 基 - 蔡 -5- 磺 酰氯 (DNS 一 C1) ,等 等 ], 然 后 测定 荧光 探测 剂 的 获 光 。 


“228。 


在 蛋白 质 分 子 中 ,能 发 射 荧 光 的 氨基 酸 残 基 ,只 有 Try Tyr 和 Phe。 个 别 蛋白 质 分 子 含 有 黄 
素 腺 嗓 聆 二 核 昔 酸 (FAD)。 此 FAD 亦 能 发 射 荧光。 

Try ,Tyr 和 Phe 由 于 其 发 色 园 ( 出 链 基 团 ) 不 同 , 而 有 不 同 的 茨 光 光谱 (图 9-6). HEAR 
光 强 诬 的 波长 (nas) 分 别 是 348、303 和 282 nm, Phe 的 范 光 量子 产量 很 低 , 而 Tyr 的 荧光 ,往往 
HFG MARS. Alb Wi, A Try 的 荧光 来 研究 蛋白 质 分 子 的 构象 。 当 Tyr 是 电 
离 的 ;或 者 在 氨基 ,羧基 或 Try 的 附近 时 ， 其 荧光 几乎 全 部 被 熄灭 ;然而 7 在 特殊 的 展 况 下 〈 即 用 
280 nm 波长 的 光 激 发 ) ,能够 测 出 其 荧光 。 

通过 对 已 知 结构 的 模型 化 合 物 的 荧光 光谱 研究 ,得 出 下 列 经 验 性 规律 ; 

1. AERA RSA EMSIRS BM, BART ARIMA KA Try Tyr 和 Phe 的 。 

2. SPH REREAD MU Try SESE SEIS AYA ma ERE EBD TG Ana HOBIE ES In, 

(—) 当 蛋 自 质 位 于 极 性 溶剂 中 时 ， 如 果 .4 向 较 短波 长 移动 , 那么 , Try 一 定位 于 蛋白 质 
分 子 内 部 的 非 极 性 区 域 。 

(=) 当 蛋 自 质 位 于 非 极 性 溶剂 时 ， 如 果 4 wx 向 较 短 波长 移动 ;那么 ，Try 残 基 或 者 位 于 蛋 
白质 分 子 的 表面 ,或 者 由 于 溶剂 诱导 构象 变化 而 把 ;Try REGHE SRO TORE. 

3. 如 果 有 荧光 熄灭 剂 (如 ;ICs+ MAREE) 能 熄灭 Try 或 Tyr 残 基 的 荧光 , 那么 ， 此 残 基 
一 定位 于 蛋 自 质 分 子 的 表面 。 如 果 荧 光 灼 灭 剂 不 能 熄灭 Try 或 Tyr 残 基 的 荧光 , 则 有 下 列 三 种 
可 能 的 理由 

(一 )》 残 基 可 能 位 于 熄灭 剂 进 不 去 的 蛋 自 质 分 子 内 部 ,因而 不 被 熄灭 ; 

(=) 残 基 可 能 位 于 类 灭 剂 进 不 去 的 裂 除 中 ,因而 不 被 熄灭 ; 

(=) 残 基 可 能 位 于 能 排斥 站 灭 剂 的 荷 电 区 ,因而 不 被 熄灭 。 例如 :如果 Try 残 基 位 于 负 
电 区 , 则 带 负 电 的 良 离子 就 不 能 进入 负电 区 ,因而 不 能 熄灭 Try 残 基 的 荧光 。 

4. 如 果 一 种 物质 不 能 影响 自由 氨基 酸 的 量子 产量 ,但 是 , 却 影 响 了 蛋白 质 的 荧光 。 那 么 ,此 
物质 一 定 使 蛋 息 质 分 子 发 生 了 构象 变化 。 

5. Try 或 Tyr 残 基 , 如 果 位 于 和 极 性 环境 中 ,其 量子 产量 随 温 度 增 加 而 下 降 ,但 在 非 极 性 环境 
中 ; 则 变化 不 大 。 因 此 ,当量 子 产量 不 随 温 度 增 加 而 下 降 时 ,说明 Try 残 基 所 在 的 区 域 是 非 极 性 
区 。 当 蛋白 质 位 于 极 性 溶剂 (如 水 ) 时 ,量子 产量 对 温度 的 依 蒜 性 表明 , 蛋白 质 肽 链 是 伸展 的 , 许 
多 Try 残 基 有 暴露 到 极 性 溶剂 中 。 

6. 如 果 Try 和 Tyr 残 基 的 a- 次 基 是 质子 化 的 , 则 二 残 基 的 量子 产量 下 降 。 

7. Try 残 基 的 荧光 被 邻近 的 质子 化 的 酸 伍 基 团 熄灭 。 因 此 ,如 果 通 过 记录 Try RABE 
而 测 出 的 PK, 与 已 知 电 离 基 团 (如 His 残 基 的 咪唑 基 或 Cys 残 基 的 一 SH JE) 的 pK 值 相同 ， 
那么 ,此 基 团 一 定 非常 护 近 Try 残 基 。 这 一 条 规律 只 能 应 用 于 pH 变化 不 导致 构象 变化 的 情况 。 

8. Maes Try 残 基 相 距 很 近 , 并 且 ,前 者 的 吸收 光谱 与 后 者 的 荧光 光谱 重 迁 ， 那 么 ， 
此 小 分 子 便 能 使 Try 残 基 的 英 光 熄灭 。 由 此 推论 :， 如 果 与 蛋白 质 分 子 相 结合 的 小 分 子 能 熄灭 
Try 残 基 的 荧光 ,那么 ,Try 残 基 一 定位 于 或 接近 于 结合 部 位 。 

根据 上 述 经 验 性 规律 ,应 用 荧光 光谱 法 ,可 以 作 下 列 研究 ， 

蛋 扯 质 分 子 的 构象 变化 ; 


酶 活性 部 位 的 结构 ; 


Try 和 Tyr 残 基 的 微 环 境 ; 

蛋白 质变 性 ,等 等 。 

现 举例 说 明 , 如 何 运 用 上 述 经 验 性 规律 , 推 
测 蛋白 质 分 子 的 构象 变化 。 

与 自由 的 Try 相 比 ,如 果 酶 分 子 的 Try a 
基 有 较 大 的 荧光 强度 、 较 短 的 -4as《( 图 9-7), HB 
么 ,这 些 Try 残 基 一 定位 于 非 极 性 环境 (规律 
2) 。 当 加 入 辅 因子 时 ,* 则 Try 残 基 的 荧光 强度 


图 9-7 ALR Se i FUE Tiana 变 得 较 长 ,那么 , BFA 构象 一 
A; 未 加 辅 因子 ;B: -加 入 辅 因 子 ; C: 自由 Try 在 
Ae SEISER 定 发 生 了 变化 (规律 0, 及 而 使 Try 残 基 Bef 


极 性 溶剂 (如 水 )， 或 者 接近 荷 电 基 团 。 在 结合 

辅 因子 之 前 或 之 后 , MAT 或 Cs+， 则 酶 分 子 的 荧光 光谱 不 受 影响 ,推测 Try 残 基 不 可 能 位 于 
酶 分 子 的 表面 ,而 可 能 移入 蛋白 质 内 部 的 强 极 性 区 (规律 3)。 

已 知 酶 分 子 有 五 个 Try 残 基 , 其 量子 产量 比 自由 Try 的 量子 产量 高 。 这 说 明 有 一 些 Try 残 
基 位 于 酶 分 子 的 非 极 性 区 (规律 2) 。 对 酶 蛋白 从 20"C 加 热 到 55"C, 其 量子 产量 下 降 35%. 这 说 
明 二 个 Try 残 基 (0.35x5=2) 位 于 酶 分 子 的 表面 (规律 5) 。 若 加 入 高 浓度 的 工 , 则 30% OSE 
受到 熄灭 。 再 一 次 证 明 ， 二 个 Try 残 基 位 于 酶 分 子 表面 。 若 加 入 底 物 , 则 量子 产量 不 变 。 这 说 
a, Try 残 基 可 能 不 在 底 物 结合 部 位 上 ; 或 老 在 此 部 位 上 ， 但 底 物 分 子 为 该 残 基 创造 了 极 性 环 

。 当 底 物 分 子 与 酶 分 子 相 结合 时 , 工 仅仅 熄灭 15% 的 荣光 。 由 此 推测 ， 当 结合 底 物 时 ， 酶 分 子 
ee Try 残 基 , 有 一 半 (0.15/0.30=1/2) 没 有 暴露 到 溶剂 中 , 即 有 一 个 Try RIE (1/2 x 2=1) 
位 于 活性 部 位 。 

WRT, 则 18% 的 荧光 受到 熄灭 。 与 此 熄灭 相关 的 pK 值 就 是 His MIL pK A. fH 
此 痊 测 ,一 个 His 残 基 位 于 一 个 Try 残 基 的 附近 (规律 7 )。 如 果 先 结合 底 物 ; 后 滴定 酶 , 则 量子 
产量 不 变 。 这 表明 在 底 物 存在 下 ,此 His 残 基 不 被 滴定 。 因 而 推测 , 活性 部 位 含有 一 个 His RIE 
和 二 个 Try 残 基 , 底 物 分 子 直 接 与 该 His 残 基 相 结合 

后 一 例 是 ,假设 所 有 的 Try 残 基 都 有 相同 的 量子 产量 。 这 一 假设 是 否 正确 尚 待 验证 。 

除了 利用 蛋白 质 分 子 的 自身 荧光 而 外 ,有 时 ,需要 引入 荧光 探测 剂 , 以 测定 蛋白 质 分 子 中 的 
Bie 7k PX. .二 基 轩 之 闻 的 距离 ,以 及 酶 与 底 物 结合 过 程 中 的 蛋白 质 构象 变化 ,等 等 

ANS、DNS 和 TNS 等 荧光 探测 剂 在 水 中 时 ,其 荧光 强度 很 小 ,然而 ,在 非 极 性 溶剂 中 时 ， 划 
荧光 强度 大 增 ， 而 荧光 峰 向 较 短 波长 移动 。 许 多 蛋白 质 分 子 可 以 与 这 些 探测 剂 结合 。 根 据 结合 
以 后 荧光 等 征 有 何 变化 ， 可 以 测定 蛋白 质 分 子 中 是 否 存在 疏水 征 区 。 例 如 ， 酶 与 带 菊 光标 记 的 
底 物 或 竞争 性 抑制 剂 结合 以 后 ,如 果 其 菊 光 强度 大 增 ,荧光 峰 移 向 短波 ,由 此 可 以 推测 ; 酶 活性 部 
位 处 于 度 水 微 区 。 : 

向 蛋白 质 分 子 中 的 两 个 不 同 的 侧 链 基 团 ， 分 别 接 上 两 个 不 同 的 荧光 生 色 基 团 。 一 个 基 团 受 
光 激发 ,将 激发 能 转移 到 第 二 个 基 团 上 , 则 第 二 个 基 团 便 发 射 荧光 。 利 用 激发 能 转移 的 效率 与 二 
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向 蛋白 质 分 子 引入 荧光 探测 剂 , 运 用 菊 光 篇 振 法 可 以 测定 :和 蛋 日 质 分 子 的 唆 合 与 解 离 :抗原 
与 抗体 的 反应 机 制 , 不 同 蛋白 质 分 子 的 相互 作用 ,等 等 。 

三 、 旋 光 色 散 和 圆 二 色 性 

光 是 电磁 波 , 由 振动 的 电场 ( 互 ) 与 磁场 ( 妃 ) 押 组 成 ,能 用 互相 垂直 的 电场 矢量 五 与 磁场 矢量 
瓦 来 表示 。 同 时 ,这 两 种 矢量 均 与 光 传 播 的 方 加 垂直 ,如 图 9-8 所 示 。 这 就 是 所 谓 平面 偏振 光 ， 
即 仅 在 国定 的 方向 上 有 振动 的 光 。 电 场 矢量 的 平面 是 平面 偏振 光 的 偏振 面 。 


波长 1 


平面 偏振 光 
的 电场 矢量 


图 9-9 平面 偏振 光 的 产生 


由 光源 产生 的 光 是 自然 光 。 自 然 光 是 由 各 种 平面 偏振 光 混合 而 成 的 ,没有 国定 的 振动 方向 。 
它 通 过 一 个 起 偏振 器 ( 尼 科 尔 棱镜 ) 之 后 ,产生 一 种 平面 篇 振 光 ,如 图 9- 9 历 示 。 

由 两 个 传播 方向 相同 ,但 位 相差 90 、 电 场 矢 量 互相 垂直 的 平面 篇 振 光 祖 加 而 成 的 光 ， 甚 电 
场 关 量 的 尖 妆 沿 螺旋 线 前 进 ， 朝 光 传 播 方向 上 看 ， 此 电场 矢量 就 好 象 在 作 圆 周 运 动 。 这 种 偏振 
光 , 就 叫 圆 偏振 光 , 如 图 9-10 所 示 。 朝 光源 看 ,电场 矢量 按 顺 时 针 方 向 旋转 的 圆 假 振 光 ， 叫 右 贺 
偶 振 光 (五 )7 按 逆 时 针 旋 转 的 , 叫 左 圆 偏振 光 ( 工 ) 。 振 恒 相同 的 左 , 右 圆 偏振 光 相 加 时 ,产生 平面 
偏振 光 , 如 图 9-11A 所 示 。 振 幅 不 等 的 左右 圆 偏 振 光 相 加 时 ,产生 襟 圆 偏振 光 。 其 电场 矢量 的 
尖端 沿 椭圆 路 线 旋 转 。 如 图 9-11B 所 示 。 描 写 椭 圆 偏振 光 的 参 娄 是 椭圆 度 (0) 
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当 一 束 光 通 过 物质 时 ， 传播 波 的 电场 矢量 ( 忆 ) 与 该 物质 的 原子 中 的 电子 相互 作用 。 这 种 相 
互 作用 产生 两 种 效应 ; ;一 种 是 降低 光 的 传播 速度 ; 另 一 种 是 减 小 电场 矢量 的 振幅 。 ;前 者 叫 折射 ， 
STA (nA, RM, AD ERMA (ec) AAR. 7 和 决定 于 光 的 波长 :分 也 的 电 
子 结构 和 几何 形状 。 


图 9-10 圆 篇 振 光 的 产生 图 9-11 A: 振幅 相间 的 去 \ 右 园 偏振 光 产 生平 面 偏 
ot; B: 振 畅 不 等 的 磊 、 右 园 偏振 光 产 生 栏 圆 偏振 - 
光 。 三 圆 的 长 针 和 得 轴 分 别 是 6 和? 
平面 偏振 光 可 以 看 作 是 左 \ 右 圆 僵 振 光 的 混合 光 。 当 一 束 平面 偏振 光 通 过 旋光 物质 时 ,由 于 
该 物质 对 左右 圆 偏振 光 的 折射 率 不 同 , 因 而 ,透射 出 来 的 平面 偏振 光 , 其 偏振 面 发 生 了 旋转 。 这 
种 现象 叫 旋光 。 能 使 平面 偏振 光 的 偏振 面 旋转 的 特性 ， 叫 旋光 性 ( 光 活 性 )。 具有 旋光 性 的 物质 ， 
叫 旋 光 物 质 ( 光 活 性 物质 ) 。 偏 振 面 旋转 的 角度 , 叫 旋 光 诬 。 区 
当 任意 波长 的 平面 偏振 光 通 过 旋光 物质 溶液 时 ,其 偏振 面 旋转 的 角度 (ci) 决定 于 物质 的 性 
质 ` 浴 液 的 距离 4Z)、\ 以 及 旋光 物质 的 浓度 (c)。 
a,=[La,]de 


其 中 ， WWE/R Ad Wad Lay] Whe GAR (LENE He TEBE) IEA et Be 分 米 。 


区 (9-1) 


一 束 平面 偏振 光 通 过 1 分 米 厚 .1 克 旋 光 溶 质 /ml 的 溶液 时 ， 其 信 振 面 旋转 的 度数 ， 叫 旋光 率 。 
朝 光 源 看 时 ,偏振 面 涂 上 顺 时 针 方 向 旋转 的 , 叫 在 旋 , 以 "+ ”号 表示 ;偏振 面 按 逆 时 针 方 向 旋转 的 ， 
品 左 旋 , 以 “一 ”号 玫 示 。 因 此 ,旋光 率 的 “+ ?或 “一 ”分 别 表示 右 诞 或 左旋 。 对 同 三 种 溶液 而 言 ， 
其 旋光 率 的 数值 与 偏振 光 的 波 - 长 \ 深 剂 的 性 质 和 海流 的 温度 有 关 。 使 用 时 ， 各 GEA 


a ial ag da 合 胸 ,为 了 比较 高 分 子 之 间 的 旋光 率 ,党 下放:ali 
aaNet bm 99 a oD 
My EARS SAFE WN FE oa Fees PBI NR 
HTL ITPA eS mat 
[w/a 8 Lan] (9-3) 


旋光 率 随 平面 偏振 光 的 波长 不 同 而 变化 的 光学 现象 , 叫 旋光 色散 。 以 旋光 率 ([c] 或 [m]、 
Ln ) 为 纵 坐 标 、 波 长 (4) 为 横 坐 标 所 作出 的 曲线 图 , 叫 旋光 色散 曲线 (旋光 色散 光谱 或 ORD)。 
旋光 物质 对 左右 圆 偏振 光 有 不 同 的 吸收 ,从 而 使 二 者 产生 椭圆 偏振 光 。 其 吸收 之 差 为 ; 
€,—E,=Ae (9-4) 
s Me, PHEW AMA. AA IRIE TATERR. KERR (Ac) 就 叫 圆 二 色 性 
(CD), 4 €,—€2>0, WATE = BE Ae, —er<0, WARAMIEH. ALARA PRE 0, Sear 
子 椭圆 度 L0], ES AC HR al BELO), 来 表示 圆 二 色 性 的 大 小 。 


6=3300 Ae (9-5) 
Ae 的 单位 是 升 / 厘 米 ' 死 分 子 ,0 的 单位 是 度 ` 厘 米 / 死 分 子 。 
[0], 一 二 (9-6) 


M 是 分 子 量 或 平均 残 基 分 子 量 ,05 是 椭圆 度 ,4 是 溶液 的 距离 (厘米 )，c 是 浓度 〈 死 /毫升 ) 。 
以 克 分 子 椭圆 度 或 消光 系数 之 差 为 纵 坐 标 ,波长 为 横 坐 标 , 所 作出 的 曲线 图 ， 叫 圆 二 色 性 曲 
线 (或 圆 二 色 性 光谱 .CD 光谱 )。 
测定 旋光 物质 的 旋光 色散 光谱 的 仪器 是 旋光 色散 仪 (分 光 偏 振 计 )。 其 结构 示意 图 如 图 9-12 
所 示 。 
光源 


@v 


图 9-12 “旋光 色散 仪 结构 示意 图 


由 光源 产生 的 自然 光 , 经 单 色 问 的 作用 , 变 成 平行 的 单 色光 。 此 单 色 光 经 起 偏振 绒 的 作用 ， 
变 成 平面 偏振 光 。 此 光 经 过 样品 管 时 , 由 于 溶液 中 旋光 物质 的 作用 ,使 偏振 光 的 狼 振 面 旋 转 一 定 
角度 。 用 检 偏 振 器 测定 偏振 面 的 旋转 角度 (c)。 最 后 ,经 过 光电 倍增 管 转化 为 光电 流 ， 在 图 记录 
a EB AR HE 

改变 所 用 单 色 光 , 依 次 测定 旋光 率 , 就 可 以 测 得 旋光 色散 曲线 (图 9-14). 目前 ,有 自动 描绘 
式 分 光 偏 振 计 ,能 直接 显示 旋光 色散 曲线 。 


为 了 测定 CD ,原则 上 需要 两 个 光源 。 一 个 产生 左 圆 偏振 光 ; 另 一 个 产生 右 圆 偏振 光 。 每 -一 
个 都 装配 单 色 器 ,以 选择 波长 。 然 而 ,商品 圆 二 色 性 仪 (CD 仪 ) ,利用 一 个 简单 的 技巧 ， 从 一 个 光 
源 产 生 左 , 右 圆 偏振 光 。 即 : 由 光源 产生 的 自然 光 , 经 单 色 器 的 作用 ， 变 成 平行 的 单 色 光 。 此 单 
色光 经 过 线性 起 偶 振 器 的 作用 , 变 成 平面 偏振 光 。 此 平面 偏振 光 经 过 一 个 所 谓 电光 调制 器 (晶体 ) 
的 作用 ,从 而 ,产生 左右 圆 偏振 光 。 左 、 右 圆 偏振 光 通 过 样品 池 ， 由 于 旋 光 物 质 的 不 同 吸收 ， 
产生 椭圆 偏振 光 。 最 后 ,由 接收 、 测 量 、 记 录 装 置 显 示 CD 光谱 。 图 9-13 是 CD 仪 的 结构 示意 
图 。 


电子 线路 


图 9-13 Wf PEL 图 9-14 旋光 色散 曲线 


旋光 物质 为 什么 有 旋光 性 呢 ? 旋光 物质 之 所 以 具有 旋光 性 ， 就 在 于 其 中 的 生 色 团 有 不 对 
称 性 。 几 乎 所 有 的 生物 分 子 都 具有 旋光 性 ， 蛋 白质 则 是 其 中 的 一 员 。 蛋白 质 为 什么 有 旋光 性 
呢 ? sybase agen 

.构成 蛋白 质 一 级 结构 的 大 多 数 氨 基 酸 残 基 , 都 含有 不 对 称 的 c 碳 原 子 ， Hi ROR AE 
oe 实验 揭示 ， all i ay 

2, BARA FEES AD PRAY FR Tie. HR Woe HS Be AE fh te JE 9 a De a 

在 700—500 mu 波长 , 即 可 见 光 与 近 紫 外 区 。 多肽 与 蛋白 质 的 旋光 率 随 波长 的 变化 而 变化 ， 
如 图 9-14 所 示 。 这 些 曲 线 有 的 可 以 用 简单 的 Drude 方程 来 表示 ，, 即 ， 


[m’]=> tt (9-7) 
式 中 wm 与 4 为 常数 。 
也 有 的 不 能 用 简单 的 Drude 方程 来 表示 ,但 能 满足 复杂 的 Moffitt 方程 , 即 ， 
aya? At 
Lm! lenagacecrptnee payer (9-8) 


aorbo 和 Ao 均 为 常数 。 实 验证 明 , 当 多 肽 或 蛋白 质 是 无 规则 卷曲 构象 时 ,其 旋 光 色 散曲 线 局 于 
(9-7) 式 的 类 型 ， 当 多 肽 或 蛋白 质 是 螺旋 构象 时 ,其 旋光 色散 曲线 须 用 (9-8) 式 来 表示 

在 (9-8) 式 中 ,mo=<8+aga 人 和 < 分 别 代表 无 规则 卷曲 和 螺旋 构象 对 第 一 项 的 贡献 。 与 
(9-7) 式 比较 可 知 ,2o 一 项 全 系 螺 旋 构 象 对 旋光 率 的 贡献 。2=0, 则 为 无 规则 卷曲 构象 。 根 据 理 
论 分 析 ,z ZHAN AeA RE: db HAE, RAPE. bo 数值 的 大 小 为 螺旋 含量 多 少 
的 量度 。 此 外 ,ao 与 ap 亦 与 构象 有 天。 
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利用 旋光 色散 法 研究 溶液 中 多 肽 和 蛋白 质 分 子 的 构象 , 第 一 步 ， 需 要 测定 旋光 色散 曲线 ,第 
二 步 , 根 据 Moffitt 方程 加 以 分 析 。 

通过 对 聚 -L - MAR. R-L-AAR. L-M-L-FHRD 等 多 肽 的 旋光 色散 的 研究 ,发现 
它们 在 不 能 与 主 链 骨架 的 CO 基 或 NH 基 生 成 氢 键 的 溶剂 (如 : 氯仿 ,二 唾 烷 ) 中 ,以 螺旋 构象 存 
Rene Pt ee ee 


为 了 确定 Moffitt 方程 中 的 常数 ,用 [m] 志 Ab yt erat 用 试验 的 方法 选择 适当 的 


Si S| OO cay He REAL boo 对 于 上 述 几 种 多 肽 ,4 
为 212 mwi; 当 多 肽 含 100% 的 右手 螺旋 时 ,2zo 王 一 630。 因 此 ,以 一 /630 表示 多 肽 或 蛋白 质 中 
的 右手 螺旋 含量 。 用 Moffitt 方程 法 可 以 估计 蛋白 质 分 子 中 右手 螺旋 的 百 分 含 量 。 如 表 9-1 所 
示 。 需 要 指出 是 , Moffitt 方程 法 并 不 是 估计 和 蛋白质 中 螺旋 含量 的 唯一 方法 , DARE WAG 
法 。 例 如 :根据 在 190,207 或 222 mu 波长 上 圆 二 色 性 带 的 强度 ;也 可 以 估计 螺旋 的 百分数 。 表 
9-1 列举 了 用 各 种 方法 计算 的 结果 。 


表 9%-1 用 各 种 方法 计算 的 各 种 蛋白 质 的 螺旋 含量 


% 螺 Wie 
bo a [m' loss [6 和 -射线 


* 得 自 - 射 线 衍射 研究 。 


应 该 强调 指出 ,由 于 影响 旋光 性 的 因素 ,不 仅 有 肽 链 的 构象 ,而 且 还 有 侧 链 的 性 质 . 肽 链 的 长 
度 , 以 及 其 它 未 知 的 因素 , 故 蛋 白质 的 构象 与 旋光 性 的 关系 是 十 分 复杂 的 。 因而 ， 对 和 蛋白质 中 螺 
旋 含 量 的 上 述 估计 ， 必 须 持 分 析 的 态度 。 

当 聚 - 工 -Lys 以 xc- 螺旋 、B- 折 和 迭 和 无 规则 卷曲 三 种 不 闻 的 构象 存在 时 , 则 呈现 不 同 的 ORD 
光谱 (图 9-15) 1 CD 光谱 (图 9-16)。 这 说 明 聚 - 工 -Lys fy ORD 光谱 和 CD 光谱 对 其 构象 的 变 
化 ,是 非常 敏感 的 。 蛋 白质 也 有 类 似 的 现象 。 因此, 可 以 用 ORD 和 CD 法 来 测定 溶液 中 蛋白 质 
分 子 的 构象 变化 。 

ORD 和 CD 法 常用 来 研究 蛋白 质变 性 。 蛋 白质 在 变性 时 ,往往 发 生 c- 螺 旋 和 R-AK HI 
少 或 形 失 ,无 规则 卷曲 的 增加 。 这 种 构象 上 的 变化 ,必然 导致 ORD 和 CD 光谱 的 变化 。 因 此 , 通 
过 一 定 波 长 下 的 旋光 率 或 顶 圆 度 对 变性 条 件 ( 如 PH, 温度 .变性 剂 浓 度 , 等 ) 的 关系 图 ,可 以 追踪 
和 蛋白质 的 变性 程度 ， 即 构象 变化 大 小 (图 9-20). 

底 物 、 辅 酶 或 抑制 剂 与 酶 分 子 作 用 时 ,会 导致 酶 分 子 的 构象 变化 ,从 而 引起 ORD 和 CD 光谱 
的 变化 。 利 用 CD 法 ,可 以 测定 被 酶 束缚 的 分 子 数 .束缚 常数 ,可 以 从 相同 的 几 个 氨基 酸 残 基 中 
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和 B-Hrsk 


(mJ 3， 无 规则 卷曲 


图 9-15 聚 -L-Lys fy ORD 光谱 图 9-16 聚 -L-Lys 的 CD 光谱 
1. a- 螺 旋 ，2，p- 折 选 ; 3。 无 规则 卷曲 1，a- 螺 旋 ;2，B- 折 选 ; 3 无 规则 卷曲 
认定 那 一 个 残 基 属 于 活性 部 位 。 

CD 光谱 比 ORD 光谱 能 提供 较 多 的 结构 信息 , 故 近 年 来 常用 CD 法 ,而 较 少 用 ORD 法 。 从 
CD 光谱 得 到 的 信息 ,如 能 与 其 它 物理 方法 (如 : 萤 光 光谱 法 、 核 磁 共 振 法 ,等 ) 互 相 补充 , 则 对 溶 
液 中 大 分 子 的 构象 能 作出 更 合理 的 描绘 。 

四 、 几 种 新 技术 的 简单 介绍 

核磁 共振 、 激 光 拉 曼 光 谱 和 中 子 衍射 ,就 其 原理 和 设备 来 说 ,都 是 非常 复杂 的 ,这 里 仅 作 简 单 
介绍 ; RUT A TR, BBR ES. 

1. 核磁 共振 

原子 核 在 外 加 磁场 中 , 具有 等 距离 的 核磁 能 级 共 (2 工 十 1) 个 ( 工 代表 原子 核 的 自 旋 量子 数 ， 
其 数值 与 原子 核 中 的 质子 数 和 中 子 数 有 关 ) 。 相 邻 二 能 级 之 间 的 能 量 之 差 都 是 A 下 。 如 果 有 量 
子 能 量 (pz ) 等 于 AW 的 电磁 波 通过 时 , 则 原子 核 便 吸收 电磁 波 的 能 量 (z)， 由 低能 级 跃迁 到 相 
邻 的 高 能 级 上 。 这 种 吸收 , 叫 共 振 吸 收 , 即 核磁 共振 。 

原子 核 所 受到 的 外 磁场 ,不 仅 是 外 加 的 磁场 ,而 且 还 有 原子 的 电子 党 层 及 邻近 的 其 它 原 子 核 
所 产生 的 磁场 。 

由 于 原子 核 在 分 子 中 的 不 同位 置 上 ,受到 电子 沉 层 的 磁 屏 蔽 不 同 , 因 而 ,在 不 同 的 > 共振 , 即 
吸收 谱 线 位 置 发 生 移动 , 这 种 移动 , 叫 化 学 位 移 。 根 据 化 学 位 移 , 可 以 确定 原子 在 分 子 中 的 排 布 ， 
确定 分 子 中 存在 的 功能 基 。 

基 团 间 核 自 旋 磁 矩 的 相互 作用 ,导致 谱 线 分 裂 ,这 种 作用 , 叫 自 旋 偶 合 。 根据 自 旋 偶合 所 产 
生 的 谱 线 精细 结构 ,可 以 了 解 分 子 中 基 团 之 间 的 彼此 关系 ,从 而 确定 其 相对 排列 位 置 , 肯定 分 子 
空间 结构 。 

对 分 子 结构 进行 核 磅 共振 测定 的 仪器 ,是 核磁 共振 波谱 仪 。 一 般 而 言 ,此 仪器 可 分 为 四 个 部 
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分 ;射频 振荡 堪 、 磁 场 系统 ,探测 系统 ,记录 装置 ,如 图 9-17 所 示 。 

(—) 射频 振荡 器 : 它 产 生 射 频 电 磁 波 。 一 般 将 样品 放 在 射频 振荡 器 的 电感 应 线圈 中 。 

(=) 磁场 系统 包括 磁铁 、 磁 铁 电源 和 稳定 装置 等 部 分 。 它 产生 均匀 的 强 磁场 。 

(三 ) 探测 系统 : 当 磁 场 强 度 与 射频 电磁 波 频率 配合 好 而 满足 样品 的 核磁 跃迁 频率 时 , 则 射 
频 电磁 波 的 能 量 被 样品 吸收 一 部 分 ,因而 ,使 射频 电磁 波 的 强度 减弱 。 利 用 探测 系统 可 以 测 出 这 
微小 的 变化 ,经 过 检 波 、 放 大 ,就 可 以 记录 下 来 。 

(四 ) 记录 装置 ， 经 过 放大 后 的 信号 ,可 以 用 示波器 观察 , 也 可 以 用 其 它 自动 记录 设备 描 成 
曲线 ， 从 而 得 到 样品 的 核磁 共振 谱 


图 9-17 ”核磁 共振 波谱 仪 结构 示意 图 


核磁 共振 波谱 仪 的 种 类 较 多 。 用 来 研究 生物 高 分 子 结构 与 功能 的 是 ,超导体 、 强 磁场 、 高 分 
辩 率 的 核磁 共振 波谱 仪 。 | 

核磁 共振 在 生物 高 分 子 中 的 应 用 ， 有 下 列 优点 ， 

(1) 不 破坏 生物 高 分 子 的 结构 ; 

《2) 能 在 液体 状态 下 测定 生物 高 分 子 的 空间 结构 ; 

(3) 能 研究 生物 高 分 子 构象 的 动力 学 ; 

《4) 能 获得 多 种 参数 ， 为 分 析 生 物 高 分 子 结构 提供 多 种 信息 ; 

(5) 仪 合 的 基 型 配 加 附件 ， 可 以 多 核 多 用 。 

核磁 共振 与 电子 计算 机 技术 相 结合 , 应 用 于 分 子 生 物 学 , 将 对 该 学 科 的 发 展 , 产 生 深远 的 影 
Ml 

目前 ,核磁 共振 法 在 分 子 生 物 学 上 的 应 用 ,还 处 于 幼年 时 期 , 正在 不 断 地 发 展 与 完善 。 就 蛋 
白质 而 言 ,现在 , 它 可 以 为 蛋白 质 构象 提供 下 列 信息 ， 

(1) 可 以 测定 蛋白 质 分 子 中 的 螺旋 含量 ， 

(2) 可 以 记录 蛋白 质 分 子 中 螺旋 与 无 规则 卷曲 之 间 的 转化 过 程 ; 

(3) 可 以 观察 小 分 子 或 金属 离子 与 蛋白 质 特定 区 域 的 结合 ; 

(4) 可 以 测定 蛋白 质 特定 区 域 的 构象 ; 

《5) 可 以 测定 电子 传递 蛋白 分 子 中 的 顺 磁 性 活性 部 位 。 


2. 激光 拉 曼 光谱 

拉 曼 光谱 是 一 种 散射 光谱 ,是 分 子 的 振动 \ 转 动 光谱 。1928 年 , 它 为 印度 物理 学 家 拉 曼 (Ra- 
man) 发 现 。60 年 代 , 由 于 引入 了 激光 光源 ,使 拉 曼 光谱 焕发 了 青春 。 以 激光 作 入 射 单 色 光 , 照 
射 样品 ,由 于 样品 分 子 对 入 射 光 的 散射 作用 而 产生 的 散射 光谱 ,就 是 激光 拉 曼 光谱 。 产 生 与 记录 
激光 拉 曼 光谱 的 仪器 ,是 激光 拉 曼 分 光 光 度 计 。 其 基本 结构 分 为 三 个 部 分 (图 9-18): 

(1) 光源 部 分 : 产生 激光 的 激光 右 ; 

(2) 光学 部 分 : 减 光板 .透镜 ` 单 色 器 和 放样 品 的 样品 池 ; 

(3) 检测 部 分 :探测 器 ,探测 绒 电 子 部 分 ,记录 器 


= Soft 


图 9-18 激光 拉 曼 分 光 光 度 计 示意 图 


目前 ,在 生物 大 分 子 和 生物 超 分 子 体系 的 构象 研究 中 ,特别 是 溶液 中 生物 大 分 子 空间 结构 与 
功能 相互 关系 的 动态 研究 中 ,激光 拉 曼 光谱 已 成 为 很 有 发 展 前 途 的 一 门 新 技术 。 


激光 拉 曼 光谱 能 显示 有 蛋白质 分 子 中 肽 基 团 awe we 的 特征 性 振动 谱 带 、 主 链 骨 架 的 
振动 谱 带 和 侧 链 基 团 的 振动 谱 带 。 肽 基 团 的 振动 光谱 对 主 链 骨 架 的 盘 曲 方式 是 敏感 的 。 因 此 ， 
肽 基 团 的 振动 光谱 应 能 测定 蛋白 质 分 子 的 构象 及 其 变化 。 目 前 ， 应 用 激光 拉 曼 光谱 法 已 经 能 够 
对 蛋白 质 分 子 中 的 三 种 构象 (xc- 螺 旋 、.B- 折 和 欠 和 无 规则 卷曲 ) 作 出 精确 的 测定 ;但 是 ,要 对 整个 蛋 
白质 分 子 构象 作出 明确 的 测定 ， 对 方法 本 身 还 需要 作 进 一 步 的 研究 。 

3. 中 子 衍 射 


中 子 是 静止 质量 m=1.6748 x10 “2, = Rei —1.913,4y=1.042 X10 Sp5(uy All 


Mn BY Bl pe EF AB AR EF) 0A ae HPT EY GF 中 子 束 具有 波动 和 微粒 的 两 重 性 ;其 德 布 
罗 意 波长 为 


式 中 ,不 分 别 为 普 朗 克 常 数 和 玻 耳 兹 曼 常数 , 普 是 中 子 的 静止 质量 ,五 是 中 子 的 能 量 , 工 是 
绝对 温度 。 由 上 式 可 知 , 中 子 束 的 波长 与 温度 有 关 。 处 于 一 定 远 度 范 围 的 低能 中 子 束 , 4 X-Ht 
线 一 样 , 能 为 晶体 所 衍射 ,因而 ,也 可 以 用 来 研究 晶体 的 空间 结构 \ 分 子 间 距 等 。 
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中 子 衍射 (中 子 散射 ) 是 低能 中 子 与 原子 核 之 间 的 相互 作用 。 当 一 束 波 长 为 而 的 单 色 中 子 
通过 样品 时 , 则 中 子 为 样品 分 子 中 的 原子 核 所 散射 ,其 能 量 与 动量 都 发 生 了 显著 的 变化 。 通 过 测 
量 散射 强度 与 散射 角度 、 能 量变 化 的 关系 ,就 可 以 得 到 许多 有 关 大 分 子 的 形态 、 构 象 以 及 分 子 运 
动 等 信息 。 

产生 中 子 的 中 子 源 是 原子 反应 堆 。 用 于 结构 研究 的 中 子 束 波 长 在 0.5 一 10A 的 范围 内 。 

小 角 中 子 衍 射 法 用 于 生物 高 分 子 构象 及 亚 细 胞 器 结构 的 测定 ,虽然 才 有 十 年 左右 的 历史 ,但 
是 , 它 已 显示 了 巨大 的 威力 。 与 X- 光 衍射 法 相 比 ,小 角 中 子 衍射 法 具有 下 列 优点 : 

(1) 低能 中 子 与 物质 的 作用 很 罚 , 因 而 ,对 样品 几乎 没有 破坏 性 。 这 在 生物 研究 中 是 很 重要 
的 ,如 某 些 易 受 X- 射 线 破 坏 的 蛋白 质 晶 体 样品 ,往往 不 能 在 同一 个 样品 上 多 次 收集 不 同 的 X- 光 
衍射 数据 ， 而 低能 中 子 则 容易 做 到 这 一 点 。 

(2) 和 X- 光 衍射 法 不 能 测定 生物 大 分 子 中 的 吾 原 子 位 置 ,而 小 角 中 子 衍射 法 ,不 仅 能 测定 X- 
光 衍 射 法 所 能 确定 的 生物 大 分 子 构象 ， 而 且 还 能 测定 生物 大 分 子 中 的 互 原子 位 置 。 

(3) X- 光 衍射 法 只 能 研究 晶 态 生物 大 分 子 的 构象 ， 不 能 研究 生物 大 分 子 在 溶液 中 的 构象 
只 能 研究 静态 构象 ,不 能 研究 动态 构象 ; 只 能 研究 一 个 生物 大 分 子 的 构象 , 不 能 研究 许多 相同 或 
不 同 的 生物 大 分 子 之 间 的 空间 排 布 以 及 相互 作用 时 的 构象 变化 。 而 小 角 中 子 衍射 法 则 能 够 做 到 
这 一 点 。 

目前 ,利用 小 角 中 子 衍 射 法 正在 作 下 列 几 方面 的 研究 

(1) 蛋白 质 分 子 在 晶 态 和 溶液 中 的 构象 ; 

(2) 生物 高 分 子 的 构象 变化 ， 如 酶 的 变 构 效应 等 ; 

(3) 蛋白 质 与 核酸 相互 作用 时 的 构象 变化 ; 

(4) 亚 细 胞 器 的 结构 ,如 病毒 , 核 蛋白 体 . 生 物 膜 和 染色 体 中 各 个 大 分 子 的 空间 排 布 等 。 

在 上 述 研究 中 ,有 的 已 经 取得 了 重大 成 果 , 如 : 措 清 了 肌 红 蛋白 分 子 中 几乎 每 一 个 氨 键 和 其 
它 思 原子 的 位 置 ;发现 免 疲 球 下 自在 晶体 中 和 溶液 中 的 构象 是 有 变化 的 ， 等 等 。 


第 二 节 ”和 悍 白 质 的 变性 


一 、 蛋 白质 变性 的 基本 概念 

鸡蛋 白 能 够 全 溶 于 水 ,但 是 ,经 过 考 沸 之 后 ,就 凝固 了 ,不 再 溶 于 水 了 。 这 是 众所周知 的 蛋白 
质变 性 现象 。 能 够 引起 蛋白 质变 性 的 因素 是 很 多 的 。 这 些 因素 可 以 分 成 两 种 类 型 。 一 类 是 化 学 
因素 。 它 包括 : 酸 、 碱 ;有 机 溶剂 (如 乙醇 、 乙 醚 \ 丙 酮 等 ) 重金属 盐 类 ; 脲 , 且 ;表面 活性 剂 (如 SDS 
等 为 等 等 。 另 一 类 是 物理 因素 。 它 包括 : 热 . 紫 外 线 、 超 声波 、 高 压 \ 表 面 力 . 剧 烈 的 振荡 、 搅 拌 、 研 
磨 , 等 等 。 在 上 述 任何 一 种 因素 的 作用 下 , 蛋白 质 都 可 能 发 生变 性 。 变 性 有 下 列 这 样 或 那样 的 种 
种 表现 ， 

(1) 物理 性 质 的 改变 :旋光 值 改变 ;特性 粘度 增加 ;紫外 吸收 光谱 和 红外 吸收 光谱 变化 ;出 现 
流动 双 折 射 * 失 去 结晶 能 力 ;溶解 度 下 降 , 有 的 甚至 于 凝集 .沉淀 ,等 等 。 

《2) 化 学 性 质 的 改变 :(a) 蛋白 质 在 变性 之 前 ,不 易 被 蛋白 水 解 酶 水 解 ,但 变性 之 后 ,水 解 速 ， 
度 就 加 快 了 ,水 解 部 位 亦 大 大 增加 了 , 即 消 化 率 提高 ;:(b) 在 变性 之 前 ,埋藏 在 蛋白 质 分 子 内 部 的 
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某 些 基 团 , 不 能 与 某 些 试 谓 反 应 ,但 变性 之 后 ,由 于 其 暴露 到 蛋白 质 分 子 的 表面 上 ,从 而 变 得 可 以 
反应 了 。 例 如 :能 与 二 硝 基 氟 苯 反 应 的 Lys 的 E 一 NH; 基 , 在 天 然 6- 乳 球 蛋 白质 中 , 只 有 12 个 ， 
但 在 变性 之 后 ,就 有 31 个 。Cys 的 一 SH 基 、Tyr 的 一 OH 基 和 His 的 咪唑 基 , 等 也 有 类 似 的 现 
象 。 

(3) 生物 性 能 的 改变 :(a) 抗原 性 改变 ;(b) 生物 功能 丧失 ,如 : 酶 失去 活性 ,激素 失去 生理 
调节 作用 ,抗体 失去 与 抗原 结合 的 能 力 。 

蛋白 质 的 上 述 变化 , 称 为 变性 作用 。 变 性 了 的 蛋白 质 , 就 称 为 变性 蛋白 ;没有 变性 的 蛋白 质 ， 
就 是 天 然 蛋白 。 所 谓 天 然 蛋白 质 ,严格 地 说 ,就 是 指 这 样 的 蛋白 质 , 即 : 在 体内 条 件 下 , CRA 
现 全 部 生物 功能 所 需要 的 精确 的 构象 。 但 是 ,关于 蛋白 质 结构 与 功能 的 研究 ,一 般 是 在 体外 进行 
的 ,需要 从 体内 分 离 提纯 蛋白 质 , 因 而 ,把 具有 高 活力 水 平 的 离 体 蛋 白质 ,也 叫做 “天 然 蛋 自 质 ， 
假定 这 种 蛋 扯 质 的 构象 ,完全 类 似 于 体内 天 然 蛋白 质 的 构象 。 一 般 地 说 ,“ 天 然 ? 这 一 术语 主要 指 
后 者 。 因 为 体内 蛋白 质 的 真正 的 天 然 特 征 , 往 往 是 无 法 检测 的 。 

什么 是 蛋白 质变 性 ? 关于 蛋白 质变 性 的 定义 ,从 本 世纪 三 十 年 代 起 , 直到 现在 , 一 直 是 有 争 
论 的 。 

现在 ,一 般 认 为 ,凡是 能 引起 蛋白 质 天 然 构象 的 变化 ,而 不 涉及 肽 键 断裂 的 任何 过 程 ,都 叫 变 
性 。 但 是 ,有 些 作者 ,把 能 引起 蛋白 质 构象 变化 的 二 硫 键 断裂 和 某 些 基 团 的 化 学 修饰 , 也 归 为 变 
性 。 前 者 仅 涉及 次 级 键 的 变化 ,变性 的 范围 较 窜 ;后 者 是 比较 广义 的 。 为 了 把 变性 概念 说 得 更 明 
确 、 更 全 面 一 些 ,我 们 认为 ,变性 就 是 指 :由 于 变性 因 SOE, 使 天 然 蛋白 质 分 子 的 二 ,三 或 二 、 


三 ,四 级 结构 发 生 异 常 变化 ,从 而 ,导致 生物 功能 的 趟 失 以 及 物理 、 化 学 性 质 的 异常 变化 。 变 性 可 、 


以 涉及 次 级 键 、 二 硫 键 的 变化 ,但 不 涉及 肽 键 断裂 。 

从 构象 上 看 ,变性 蛋白 与 天 然 蛋白 的 差别 有 大 小 之 别 。 最 小 者 可 以 仅 差 一 个 次 级 键 , 或 一 个 
侧 链 基 团 的 取向 ;差别 最 大 者 , 除 一 级 结构 相同 而 外 ,几乎 所 有 原子 的 空间 位 置 都 与 天 REA 
不 同 。 变 性 所 涉及 的 蛋白 质 的 构象 变化 ,范围 很 广 。 它 可 以 是 很 小 的 构象 变化 ,以 致 于 用 目前 的 
实验 手段 几乎 无 法 测 出 ; 它 也 可 以 是 较 大 的 构象 变化 ,用 物理 ,化 学 方法 可 以 测定 。 当 然 ,这 种 可 
测定 的 构象 变化 ， 还 有 程度 上 的 不 同 。 

应 该 注意 到 , 某 些 情 况 , 虽 然 有 适度 的 构象 变化 ,但 实际 上 并 不 影响 或 很 少 影 响 生 物 活 性 。 

变性 可 以 分 为 可 逆 变 性 和 不 可 逆 变 性 。 除 去 变性 因素 ,蛋白 质 构象 可 以 恢复 原状 的 , 叫 可 逆 
变性 ;除去 变性 因素 , 蛋白质 构 象 不 能 恢复 原状 的 , 叫 不 可 逆 变性 。 

蛋白 质 结构 与 功能 相互 关系 的 研究 以 及 酶 动力 学 研究 ,需要 天 然 的 蛋白 质 制 剂 。 但 是 ,蛋白 
质 在 分 离 、 提 纯 \ 贮 藏 的 过 程 中 ,容易 发 生 部 分 变性 。 这 就 需要 对 蛋白 质 制 剂 进行 鉴定 ,看 它 有 设 
有 变性 ,变性 到 什么 程度 。 鉴 定 蛋 白质 变性 的 方法 是 很 多 的 ,概括 起 来 ,有 下 列 几 种 ; 

1. 测定 蛋白 质 的 比 活性 。 用 几 种 方法 提纯 蛋白 质 , 若 得 到 相同 而 恒定 的 比 活性 ， 就 可 以 认 
为 ,此 蛋白 质 制剂 是 天 然 蛋白 。 比 活性 测定 可 以 用 来 追踪 纯化 蛋白 的 变性 过 程 。 

2. 以 天 然 蛋 白 作对 照 , 测 定 蛋 白质 物理 性 质 的 变化 。 例如 : 以 旋光 法 和 圆 二 色 性 法 测定 蛋 
白质 的 旋光 率 和 椭圆 度 的 变化 ;以 紫外 差 示 光谱 法 测定 蛋白 质 消光 系 数 的 变化 ;以 粘度 法 测定 蛋 
白质 溶液 的 特性 粘度 变化 ;以 电 读 法 测定 蛋白 质 的 电 访 迁 移 率 变化 ,等 等 。 
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3. 测定 蛋白 质 化 学 性 质 的 变化 ,例如 : 基 些 侧 链 基 团 的 反应 性 是 否 增加 ;被 蛋白 水 解 酶 的 水 
解 速度 是 否 增加 。 | 

4, 用 免疫 法 测定 蛋白 质 的 抗原 性 是 否 改变 ,抗体 能 否 与 抗原 结合 。 

5. 观察 蛋白 质 的 溶解 度 是 否 下 降 ,等 等 。 

总 之 ,检查 蛋白 质变 性 的 方法 , 虽然 不 少 , 但 是 ,其 中 任何 一 种 方法 ,都 不 能 单独 地 确定 蛋白 
质 构象 的 变化 类 型 和 变性 程度 ,当然 , 也 无 法 证 明 一 种 蛋白 的 两 个 制剂 , 是 否 具 有 同样 的 构象 。 
因此 ,检查 蛋白 质 的 变性 情况 ,往往 采用 多 种 方法 ,最 后 ,综合 其 结果 ,才能 得 到 确切 的 结论 。 

研究 蛋白 质变 性 ,大 约 有 五 十 多 年 的 历史 ,直到 今天 , 仍然 是 一 个 重要 的 研究 课题 。 为 什么 
人 们 对 蛋白 质变 性 有 这 么 大 的 兴趣 呢 ? 有 下 列 几 个 原因 和: 

首先 ,大 多 数 从 事 蛋 白质 和 酶 研究 的 人 ， 希望 通过 变性 研究 , 认识 并 掌握 变性 条 件 , 防止 变 
性 ,以 得 到 天 然 蛋 白 制剂 。 

第 二 ,有 些 研究 工作 ,需要 利用 变性 条 件 。 例 如 :不 同 肽 链 的 拆 离 ,电荷 异 构 体 (由 于 对 残 基 
侧 链 的 化 学 修饰 ,而 产生 的 不 同 净 电 荷 的 肽 链 ) 的 分 离 , 亚 单位 分 子 量 的 测定 , 某 种 残 基 的 化 学 反 
应 ,都 要 在 实验 研究 之 前 , 先 通 过 变性 ,把 蛋白 质 拆 成 亚 单位 ,或 者 , 把 天 然 蛋白 质变 成 无 规 构象 
的 多 肽 链 。 

第 三 ,利用 变性 过 程 ,研究 维持 蛋白 质 二 、 三 级 结构 的 作用 力 , 研究 各 种 作用 力 在 决定 活性 
部 位 上 的 作用 。 为 了 这 种 研究 ,常常 采用 人 工 合 成 的 氨基 酸 诊 合 物 , 或 者 由 几 种 氨基 酸 合成 的 共 
聚 物 ,作为 蛋 和 白质 的 模型 化 合 物 。 这 种 模型 化 合 物 , 结构 单元 只 是 一 种 或 几 种 氨基 酸 ,二 ,三 级 结 
构 比 较 单 一 ,因而 ,能 较 好 地 观察 到 从 o -螺旋 转 变 成 无 规 卷 曲 的 变性 过 程 。 蛋白 质 虽 然 也 包含 
&- 螺 旋 片 段 ,但 整个 构象 复杂 , 在 变性 过 程 中 ,不 仅 -螺旋 发 生变 化 ,其 它 类 型 的 构象 也 发 生变 
化 ,因而 ,不 利于 观察 到 某 一 类 型 的 变化 。 

蛋白 质变 性 的 研究 ,已 经 经 历 了 三 个 发 展 阶 段 。 第 一 阶段 , 以 吴 宪 的 变性 理论 (1931 年 ) 为 
代表 ,主要 是 变性 现象 的 观察 。 第 二 阶段 ,主要 是 研究 变性 与 蛋白 质 分 子 形状 的 关系 。 第 三 阶段 ， 
从 六 十 年 代 起 ,由 于 和 X- 光 衍射 技术 的 发 展 , 蛋 白质 变性 的 研究 ,由 分 子 形状 进入 分 子 构 象 变化 的 
研究 。 

二 、 各 种 变性 因素 对 蛋白 质 构 象 的 影响 

1. 温度 对 蛋白 质 构象 的 影响 

蛋白 质 在 50 一 60"C 的 溶液 中 ,经 过 一 定 的 时 间 , 往 往 发 生变 性 。 由 于 加 热 而 产生 的 蛋白 质变 
性 , 叫 热 变性 。 热 变性 有 可 逆 与 不 可 逆 之 分 ;但 是 ,多 数 是 不 可 逆 的 。 不 可 逆 热 变性 往往 发 生 沉 
淀 和 凝集 现象 。 在 某 些 蛋白 中 , 热 变性 促使 了 二 硫 键 的 断裂 或 二 硫 键 之 间 的 交换 反应 ,特别 是 在 
碱 性 条 件 下 ,更 是 如 此 。 但 是 ,一 般 来 说 , 热 变性 仅仅 涉及 非 共 价 键 的 变化 。 例 如 :不 含 Cys 的 蛋 
白质 (如 肌 红 蛋白 ) ,在 热 变性 时 ,没有 二 硫 键 的 变化 ,但 是 ,也 产生 沉淀 和 凝集 。 这 种 蛋白 质 的 热 
变性 ,在 低 pH 下 ,是 可 逆 的 ,但 在 pH 6 以 上 时 ,是 不 可 逆 的 。 虽 然 , 对 产生 凝集 的 分 子 构象 , 还 
不 清楚 ,但 是 ,看 来 , 热 变性 所 形成 的 育 集 体 具 有 较 高 的 位 能 壁垒 , 反应 逆转 很 困难 ,逆向 反应 速 
度 太 慢 , 以致 于 观察 不 到 。 

研究 可 逆 热 变性 是 特别 重要 的 。 因 为 它 可 以 提供 热力 学 知识 。 可 逆 热 变性 的 蛋 白质 构象 ， 
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虽然 也 是 相当 无 序 的 ,但 是 ,还 保留 了 基 些 紧密 结构 的 区 域 。RNA 酶 的 可 逆 热 变性 就 是 一 个 出 
型 的 例子 。 该 酶 的 热 变 性 研究 被 限制 在 低 pH 范围 (1.13 一 3.15) 内 。 在 此 范围 内 变性 5 三 硫 雏 
不 发 生变 化 ,变性 蛋 扎 很 容易 恢复 到 天 然 状 态 。 用 紫外 差 示 光谱 法 测定 变性 蛋 白 的 销 光 系数 变 
化 (A6) ,发 现 :在 相同 的 pH 下 ,了 RNA | 
酶 消光 系数 的 变化 ， 随 着 温度 的 升 高 
而 增 大 ,在 相同 的 温 度 (如 35°C) 下 ， 
Bia pH 值 的 减 小 而 增 大 ， 如 图 9-19 
所 示 。 上 述 图 形 , 不 论 用 紫 外 差 示 光 
谱 法 测定 , 还 是 用 旋光 或 特性 粘度 法 
测定 ,都 是 相同 的 。 在 此 条 件 下 ,变性 
的 蛋白 质 , 随 着 变性 因素 的 排除 ,还 能 
够 恢复 到 有 活性 的 天 然 构 象 。 从 蛋白 
质 消 光 系 数 的 变化 随 温 度 升 高 而 增 大 
的 现象 ,可 以 推测 * 由 于 热 的 作用 ， 蛋 
白质 分 子 由 紧密 有 序 的 构象 变 成 了 
松散 无 规则 的 构象 ， 但 不 是 完全 的 无 
图 9-19 RNA 酶 在 低 p 五 范围 (1.13 一 3.15) 内 的 可 逆 热 变性 曲 规则 构象 ， 它 还 保留 了 一 部 分 有 序 的 
线 。Ae 是 相对 天 然 蛋白 的 消光 系数 变化 鼻 构 区 域 。 因 而 ,变性 是 可 逆 的 ， 
通过 由 其 它 变 性 剂 (pPH、 甩 等) 所 引起 的 可 逆 热 变性 对 温度 的 依赖 性 的 研究 ,发现 许多 蛋白 
质 有 一 个 最 大 稳定 温度 。 此 温度 处 于 大 多 数 有 机 体 本 身 所 人 允许 的 温度 范围 (5 一 40"C) 内 s Fil An: 
有 些 蛋 白质 的 最 大 稳定 温度 是 18"C 。 虽 然 , 目 前 对 这 一 现象 还 不 能 很 好 地 解释 但 是 ;这 元 发现 ， 
在 生理 上 还 是 有 意义 的 。 | | 
AE Aiin PLR BI, Fp, AE Me BCAA AT EY , Gilkn ELA A RAE A, ZEO— 
1"C 下 放置 15 “bit, RIA SARI, 4 PIM, AAT RE ee ATE s 但 是 ， 大 多 数 酶 的 
冷 钝 化 是 可 逆 的 ,例如 :丙酮 酸 羧 化 酶 在 0"C 放 置 一 小 时 后 , 立即 测定 活性 , 几乎 完全 形 失 活性 ， 
然后 ,保温 30 分 钟 , 活 性 几乎 完全 恢复 。 多 亚 单位 的 蛋 和 白质 发 生 这 类 变化 ,并 不 少见 比 我 们 所 
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能 想象 的 还 要 更 普遍 些 。 烟 草 斑 纹 病毒 (TMY ) 外 壳 亚 单位 的 聚合 , 随 温度 下 降 而 降低。 由 此 推 上 


测 , 冷 钝 化 可 能 与 酶 的 活性 寡 聚 体 解 离 成 无 活性 的 亚 单位 有 关 。 
2. pH 对 蛋白 质 构象 的 影响 


大 多 数 蛋白 质 , 仅 在 pH 4 一 10 的 范围 内 ,是 稳定 的 , 超过 这 个 范围 , 就 发 生变 性 忆 溶菌 酶 和 下 


RNA 酶 对 酸 十 分 稳定 ,只 有 当 pH 过 2 时 , 才 发 生变 性 。 酸 、 碱 为 什么 能 引起 蛋白 质变 性 呢 ? 为 
什么 不 同 的 蛋白 质 对 酸 、 碱 的 敏感 性 不 同 呢 ? 因为 蛋白 质 是 多 聚 离子 (polyion) 因而; 在 肽 链 的 和 
不 同 部 分 之 间 ,存在 着 静电 的 相互 作用 (或 者 是 相互 吸引 ,或 者 是 相互 排斥 ) 。 静 电 排 斥 可 以 使 蛋 ， 

白质 的 稳定 性 下 降 ， 导致 构 象 变化 。 这 可 以 从 下 列 蛋 白质 的 模拟 实验 得 到 证 明 。 例 如 又- 
Lys 在 pH>11 的 水 溶液 中 ,其 侧 链 基 团 (s-NHs* 基 ) 不 带 正 电 荷 , 因 而 ,呈现 &- 螺 旋 构 象 玉 但 是 ， 
在 pH<11 的 水 溶液 中 , 其 侧 链 基 团 带 正 电荷 ,由 于 同性 电荷 相 斥 , 使 聚 -L-Lys 由 c- 螺 旋 构 象 
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恋 成 了 无 规则 卷 昌 。 同 理 , 聚 -L-Glu 在 pH<3 的 水 溶液 中 , 其 侧 链 基 团 (COOH JE) 不 带 负 
电荷 ,呈现 wx- 螺旋 构象 ;但 在 PH>3 的 水 溶液 中 ， 其 侧 链 基 团 带 负电 荷 , 由 于 同性 电荷 相 斥 ， 使 
聚 -L-Glu 由 c- 螺 旋 构 象 变 成 了 无 规则 卷曲 。 

- 对 蛋白 质 而 言 ,在 pH 低 于 等 电 点 时 ,产生 桨 的 正 电 荷 ; 在 pH 高 于 等 电 点 时 , 产生 净 的 负电 
荷 。 由 于 同性 电荷 相 斥 , 因 而 使 蛋白 质 的 构象 发 生 了 变化 。 由 此 可 见 ， 酸 、 碱 变性 是 通过 静电 作 
用 来 实现 的 。 其 静电 作用 的 大 小 ,依赖 于 介质 的 介 电 常数 .溶剂 和 配对 离子 氛 的 屏蔽 程度 。 这 样 
看 来 ,是否 蛋 白质 在 等 电 点 时 ,静电 作用 就 最 适当 、 构象 就 最 稳定 呢 ? 这 倒 不 完全 如 此 。 绰 白质 
对 酸 、 碱 的 稳定 性 ,主要 决定 于 其 分 子 表面 的 电荷 分 布 。 

在 许多 情况 下 , 酸 、 碱 变性 是 与 埋 城 在 蛋白 质 分 子 内 部 的 基 团 的 不 稳定 性 有 关 的 。 当 pH 超 
过 该 基 团 的 pK 值 几 个 单位 时 ,此 基 团 就 转移 到 蛋白 质 的 分 子 表面 上 。 例 如 ,血红 蛋白 在 低 pH 

下 的 构象 变化 ,是 与 原先 以 不 带电 荷 的 形式 埋藏 在 分 子 内 部 的 组 氨 酸 残 基 的 暴露 有 关 的 。 
pH 变性 所 引起 的 蛋白 质 的 构象 变化 ,有 大 小 之 分 。 有 的 是 很 小 的 变化 , 有 的 则 几乎 变 成 无 
规则 构象 ,有 的 无 序 和 有 序 两 部 分 同时 并 存 。 

3. 有 机 溶剂 对 蛋白 质 构象 的 影响 

对 蛋白 质 来 讲 ,一般 地 把 非 水 溶剂 分 成 两 大 类 :， 强 质子 性 溶剂 和 弱 质 子 性 溶剂 。 强 质子 性 
溶剂 主要 是 有 机 酸 (如 甲酸 乙酸、 二 和 氯 乙 酸 ,等 ) 和 有 机 了 碱 (如 氨 等 )。 其 1 在 水 中 的 pH 值 , 低 
于 6( 有 机 酸 ) 或 高 于 8( 氨 )。 弱 质子 溶剂 主要 是 一 些 醇 ( 如 :甲醇 .乙醇 、 甘 油 , 等 ) 和 酰胺 (如 ， 
N- 甲 基 乙 酰胺 、. 甲 酰胺 ,等 )。 其 1 在 水 中 的 pH, 在 6 二 8 Vl. 研究 有 机 溶剂 对 蛋白 质 构象 
的 影响 ;是 很 重要 的 。 因 为 大 多 数 蛋白 质 的 天 然 环 境 ; 并 不 是 单纯 的 盐水 溶液 , 而 是 含有 许多 有 
机 物质 (如 糖 类 、 脂 类 ,等 ) 的 复杂 环境 。 

有 机 溶剂 可 以 使 蛋白 质 发 生变 性 。 有 机 溶剂 为 什么 能 使 蛋白 质变 性 ? 它 是 怎样 使 蛋白 质变 
性 的 ? 

一 般 认 为 ,有 机 溶剂 可 以 影响 静电 力 、 氨 键 和 下 水 键 , 从 而 导致 蛋白 质 的 构象 变化 。 

(一 ) HbA 

有 机 溶剂 可 以 影响 蛋白 质 分 子 中 的 静电 力 。 这 种 影响 是 通过 下 列 途径 来 实现 的 , a. 不 同 
于 水 的 有 机 溶剂 介 电 常 数 ，b.， 有 机 溶剂 对 配对 离子 氛 的 影响 ， ”有 机 溶剂 影响 蛋白 质 分 子 与 
溶剂 或 其 它 溶质 分 子 的 结合 。 一 般 地 说 , 随 着 溶剂 极 性 和 介 电 常数 的 减 小 , 蛋 自 质 分 子 中 的 静电 
斥 力 会 增 大 ,多 肽 链 会 高 度 伸展 。 


(=) Ae 
在 能 与 蛋白 质 生 成 强 氨 键 的 溶剂 中 ,不 利于 蛋 自 质 分 子 内 的 氢 键 生成 ; 但 是 , CEM AES ZEA 
CH; 
CH, CH, | 
| | CH, C=O 
Cc=0 C=O Ati | | 
H—N H—N 7k | 
| H—N CHs 
CH, CH; | 


。 243 。 


质 生 成 强 氨 键 的 溶剂 中 ; 有 利于 蛋白 质 分 子 内 的 氢 键 生成 。N- 甲 基 忆 酰胺 在 氢 键 生成 能 力 较 小 
的 氯仿 中 ,可 以 通过 氨 键 而 聚合 ,但 在 氨 键 生成 能 力 较 大 的 水 中 , 则 几乎 不 能 聚合 (除非 N- 甲 基 
乙酰 胺 的 浓度 很 高 )。 聚 -L-Met 在 氯仿 中 ,以 c- 螺 旋 的 形式 存在 ,加 入 三 氟 栈 酸 之 后 , 则 变 成 无 
规则 卷曲 。 这 说 明 , 三 氟 栈 酸 由 于 其 氢 键 生成 能 力 较 强 , 而 破坏 了 聚 -L-Met 的 owe we HP AY 
键 ,结果 ,c- 螺 旋转 化 成 无 规则 卷曲 。 

(=) bi7k# 

CRRE UR, Birk BRE Wisk ORE T RET 7k IRE eR AE. BE 
质 稳定 的 疏水 键 ,可 以 由 于 溶剂 极 性 的 减 小 而 削弱 。 为 了 比较 在 有 机 溶剂 和 水 中 的 蛋白 质 构象 ， 
往往 通过 控制 pH 离子 强度 和 介 电 常数 ,来 最 大 限度 地 减 小 静电 斥 力 的 影响 。 在 这 种 环境 里 ,由 
非 极 性 有 机 溶剂 所 诱导 的 蛋白 质 构 象 的 崩溃 ,很 可 能 是 由 于 它们 对 足 水 键 的 破坏 。 然 而 ,还 存在 
着 另 一 种 因素 ,这 种 因素 有 利于 形成 蛋白 质 分 子 内 的 氢 键 。 在 纯 的 和 混合 的 有 机 溶剂 中 ,用 合成 
的 多 肽 已 经 做 了 广泛 的 构象 研究 。 这 些 聚 合 物 的 c- 螺 旋 形 式 , 在 纯 的 溶剂 中 (例如 ， 聚 -”- 芋 
基 -L- 谷 氨 酸 在 c- 毛 茜 中 , 聚 -L- 谷 氨 酸 在 N- 甲 基 乙 酰胺 中 ) ,是 意外 的 稳定 , 100°C 加 热 , 也 没 
有 表现 明显 的 构象 变化 。 对 这 种 现象 , 论 今 还 没有 令 人 满意 的 解释 。 在 几 个 系统 中 ,还 观察 到 另 
一 种 异常 现象 ， 例 如 ， 聚 -?- 茜 基 - 谷 氨 酸 在 二 氯 化 乙 烯 和 二 和 氧 栈 酸 的 混合 溶剂 中 , 当 温度 较 低 
时 ,以 无 规则 卷 昌 的 构象 存在 ,温度 升 高 时 , 则 转变 成 -螺旋 构象 ,如 图 9-20 所 示 。 需 要 有 更 多 ， 
的 理论 和 实验 知识 ， 才 能 对 溶 于 有 机 溶剂 或 混合 有 机 溶剂 中 的 蛋白 质 和 多 聚 氨 基 酸 所 产生 的 复 ， 
杂 的 非 共 价 相互 作用 ， 作 出 充分 的 描 
写 和 定量 的 估计 。 这 种 研究 是 相当 重 
要 的 。 因 为 类 似 的 相互 作用 在 结合 蛋 ， 
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重要 的 生理 作用 。 

4. 脲 和 盐酸 县 对 蛋 白质 构象 的 
影响 

逐 和 盐酸 县 是 常用 的 变性 剂 。 在 
ie 高 浓度 (8 MI Hee 5M 盐酸 县 ) 时 ，, 许 
ae ol 多 蛋白 质 分 子 都 是 以 高 度 伸展 的 构象 
a A | aR " ae 存在 于 溶液 中 的 ; Bia EAR AS ME 
ee ee Se 
BEA (20:80) HELE Loh) 的 无 规则 卷曲 与 OR 旋 相互 BER MOLE. KERATIN ii 
转化 的 影响 是 由 于 脲 、 脾 使 蛋白 质 肽 链 伸展 而 暴 


露出 内 部 的 斑 基 , BRIE 之 间 生 成 二 硫 
桥 的 缘故 。 这 种 反应 可 以 通过 加 入 过 量 的 琉 基 试剂 (例如 ， 斑 基 乙醇 二 硫 丁 四 醇 ), 或 者 通过 还 
原 并 继 之 以 烷 基 化 ,或 者 通过 氧化 成 磺 基 衍生 物 ， 而 加 以 抑制 。 然 而 , 并 不 是 所 有 的 沉淀 和 凝集 
都 是 由 于 二 硫 桥 而 产生 的 。 在 某 些 脲 变性 的 蛋白 质 中 ,能够 形成 很 稳定 的 链 间 的 非 共 价 键 ， 从 
而 使 蛋白 质 凝 集 或 沉淀 。 | : 
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关于 脲 \ 脾 以 及 其 它 类 似 的 变性 剂 (如 : 甲 酰胺 ` 二 甲 基 甲 酰胺 、 二 乙 基 甲 酰胺 ,等 ) 对 蛋白 质 
的 作用 机 制 , 一 直 是 一 个 研究 课题 , 并 且 存 在 着 和 争论。 这些 化 合 物 的 结构 (Helle We AM) Ze , 
它们 在 和 蛋白质 生 成 氨 键 时 , 既 可 以 作 质子 的 供 体 , 又 可 以 作 质 子 的 受 体 。 因 此 ,许多 年 来 ,人 们 
一 直 认为 , 脲 、 县 与 蛋白 质 生 成 气 键 的 能 力 比 水 强 , 它们 是 通过 破坏 分 子 内 氢 键 ,而 使 蛋白 质变 性 
的 。 但 是 ,实验 表明 , N- 甲 基 乙 酰胺 或 脲 在 水 中 , 溶质 与 溶质 之 间 几 乎 完全 不 产生 氢 键 。 这 就 否 
定 了 在 这 些 化 合 物 中 有 强大 的 氢 键 生成 能 力 。 然 而 ， 另 一 方面 ， 如 果 以 烷 基 取代 脲 或 且 的 氧 原 
子 , 就 降低 了 与 模型 化 合 物 的 酰胺 基 团 相互 作用 的 能 力 。 这 样 看 来 ,与 氮 原 子 结合 的 所 原子 OF 
成 气 键 的 能 力 ) 在 这 些 物 质 的 变性 作用 中 ,似乎 起 重要 的 作用 。 总 之 , 脲 ,县 是 否 通过 破坏 分 子 内 
氨 键 而 使 蛋白 质 分 子 变 性 ,现在 尚未 定论 。 

AE, 人 们 认为 ， 脲 、 悬 以 及 类 似 的 化 合 物 ， 其 变性 作用 主要 是 破坏 蛋白 质 分 子 内 部 的 玻 水 
键 , 从 而 ,促使 路 水 基 的 暴露 。 一 般 地 说 ,含有 高 浓度 的 这 类 化 合 物 的 水 溶液 ,可 以 作为 非 极 性 物 
质 的 溶剂 。 

虽然 ,这 类 变性 剂 的 作用 机 制 尚未 弄 清 ,但 是 ,它们 在 研究 蛋白 质 结 构 中 ,特别 是 益 明 蛋白 质 
聚合 体 中 亚 单位 的 数目 与 大 小 时 ， 是 
十 分 有 用 的 。 用 流体 动力 学 法 或 光 散 
射 法 ,能 够 在 这 些 多 组 分 的 系统 中 , 测 
定 可 靠 的 分 子 量 。 然 而 ， 在 使 用 这 种 -ra] 
变性 剂 时 必须 注意 确定 变性 的 完成 程 
度 。 有 时 ,甚至 使 用 最 高 浓度 (8 一 10 
n7) 的 腺 咨 液 , 也 仅仅 产 生 部 分 变性 ; 
还 必须 改变 其 它 条 件 ， 才 能 使 蛋白 质 
分 子 完 全 无 序 化 。 另 一 方面 ， 在 高 浓 
度 的 盐酸 有 溶 液 中 ， 所 有 的 非 复合 和 
非 交 联 的 蛋白 质 都 能 达到 无 规 构象 。 


与 此 相关 的 儿 种 盐 类 是 比 盐 酸 股 更 强 
的 变性 剂 。 这 些 变性 Fl LTH MAE - HM WY EM 
盐 类 和 县 同 负离子 〈 负 离子 本 身 也 是 图 9-21 6- 乳 球 蛋白 的 脲 变性 曲线 

实验 条 件 : 25°C,pH 2.77， 离 子 强 度 0.15: 在 365 nm 波长 
促 还 变性 的 物质 ) 结 合 的 盐 类 (例如 测定 旋光 半 ~[]; 在 [0]- 310 时 的 拉线 相当 于 芭 白 质 
We PARR AM) 的 完全 伸展 的 构象 


图 9-21 表示 6- 乳 球 蛋白 的 脲 变 
性 曲线 。 在 一 定 的 条 件 下 (温度 25°C, pH 2.77、 离 子 强度 0.15) ,8 AM 脲 能 使 6- 乳 球 蛋 AS 
变性 。 

了 逐 和 股 变 性 也 常 第 用 于 了 解 未 知 结构 的 蛋白 质 分 子 内 部 的 基 团 情况 ,例如 :， 测定 埋藏 在 分 
子 内 部 的 Tyr 数目 以 及 估计 可 交换 的 所 原子 数目 ,等 等 。 

5. 盐 对 和 蛋白质 构象 稳定 性 的 影响 

在 和 蛋白质 的 分 离 .提纯 及 结构 与 功能 的 研究 中 ,广泛 地 使 用 了 各 种 盐 。 比 如 ,用 稀 盐 溶液 溶 
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解 蛋 白质 ;在 浓 盐 溶液 中 盐 析 蛋 白质 ; 在 一 定 条 件 下 (pH 值 和 离子 强度 ) 测定 酶 活力 ， 等 等 。 因 
此 ; 盐 对 蛋白 质 构象 的 影响 ,是 生物 化 学 工作 者 非常 关心 的 一 个 问题 。 

不 同 的 盐 对 蛋白 质 的 构象 有 不 同 的 影响 。 例如 : 对 RNA 酶 构象 的 稳定 性 ,有些 盐 〈( 如 ， 
(NH4)SO4) 有 提高 的 作用 ; 有 些 盐 (如 :CaCls.KSCN) 有 降低 的 作用 ; 有 些 盐 ( 如 ，NaCl KCl) 
实际 上 没有 作用 。 如 图 9-22 所 示 。 


ADRES A: 5 mg RNA 
酶 /ml1,0.15 MTKC1,0.013 M =f 
酸 钠 (sodium cacodylate), 溶液 的 
PH=7.0. fiPttimke (7, zeta, 蛋白 


质 构象 变化 一 半 所 需要 的 温度 。 


蛋白 质 构象 的 稳定 性 ,同时 ,也 能 够 使 
蛋白 质 的 溶解 度 下 降 , 换 名 话说 ,就 是 
也 能 够 盐 析 蛋白 质 ; 某 些 离子 (如 
Ca?+\SCN-) 能 够 降低 蛋 白质 构象 的 
稳定 性 (使 蛋白 质变 性 ), 同 时 ,也 能 够 
提高 蛋白 质 的 溶解 度 , 即 有 盐 溶 作用 。 
这 一 规律 反映 在 表 9-2 之 中 。 表 中 各 
| 种 离子 的 排列 顺序 ,是 按 照 各 种 离子 
1 | 5 。 对 蛋白 质 盐 析 或 盐 溶 能 力 的 大 小 而 排 
浓度 ( 克 分 子 / 升 列 的 。 在 表 的 左 方 ， 表 示 这 些 离子 对 
图 9-22 各 种 盐 对 RNA 酶 热 变性 的 解 链 温度 ( 卫 ，) 的 影响 蛋白 质 有 盐 析 作用 ,同时 ,又 能 提高 蛋 
白质 构象 的 稳定 性 。 Aine, 盐 析 能 
DM, MIRAE ORM MK, CROAT, 表示 这 些 离子 对 蛋白 质 有 盐 溶 作用， 同时 ,又 
能 够 降低 蛋白 质 构象 的 稳定 性 。 
这 一 经 验 性 的 规律 在 各 项 研究 中 得 到 了 广泛 的 应 用 。 例 如 ， 用 盐 析 法 分 离 提 纯 蛋 和 白质， 同 
时 又 保护 了 蛋白 质 的 生物 活性 ;在 适当 的 条 件 下 ;用 CaCl; 或 KSCN SRIF IEA, 而 不 改变 肽 链 的 
三 级 结构 。 
为 什么 有 些 离子 能 提高 蛋白 质 构象 的 稳定 性 ? 为 什么 有 些 离子 能 降低 蛋白 质 构 象 的 稳定 
性 ? 为 什么 有 些 离子 对 蛋白 质 构象 的 稳定 性 没有 影响 ?对 于 这 些 问题 , 现在 还 没有 解决 。 关于 
离子 与 蛋白 质 相互 作用 的 机 制 ,仅仅 有 两 种 考虑 ， 一 种 是 ,离子 对 蛋白 质 分 子 内 部 的 极 性 基 团 的 
直接 作用 ; 另 一 种 是 离子 改变 溶剂 的 结构 以 影响 水 分 子 与 蛋白 质 极 性 侧 链 基 团 的 相互 作用 , 从 
而 间接 地 影响 蛋白 质 构 象 的 稳定 性 。 
6. 表面 活性 剂 对 蛋白 质 构 象 的 影响 
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长 链 的 脂肪 酸 ( 如 月 桂 酸 ) 或 相应 的 表面 活性 剂 [ 如 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS)] 很 容易 与 蛋白 质 “ 
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由 大 量 的 实验 总 结 出 一 条 基本 规 
律 ， 某 些 离子 (如 SO4-) 能 够 提高 


[二 a tr 


表 ) -2 各 种 离子 对 蛋白 质 构象 稿 定性 影响 的 框 对 大 小 


螺旋 无 规 卷 曲 
RRR BE HEAR > 
盐 析 起 深 


SO-<CH,COo-<cl-<Br<NOs-<cCIO,-<I-<CNS- 


胶原 -明胶 (CH,;),Nt<NH,+<Rbt,K*+,Nat,Cst<Lit< Mg*t<Ca*t+< Ba?*t 
(CH;),N*#<(C,H5),N*+<(C3H,).Nt+<(C,H,),Nt 
$O,?-<CH,COO-<(CIl-<_Br-<.ClO,-<CNS* 
RNA 酶 (CH,),;Nt+, NH,+,K+,Na*t<Lit<Ca?*+ 


(CH3),N*< (C,H5).N*<(C3H7)4N*< (C,H) Nt 


RE He a 5 ROE A OT HE A ERE. SAR. ERRATA), 这 类 物质 不 需要 高 浓 
度 , 在 很 低 的 浓度 下 ,就 能 和 蛋白 质 高度 地 结合 。 

SDS 与 蛋白 质 的 相互 作用 有 很 多 用 途 ， 特 别 是 用 于 凝 胶 电 访 中 估计 亚 基 分子 量 和 亚 基 计 量 
KA. SHEARS SDS 结合 的 比例 很 相似 , 而 且 结合 的 比例 是 溶液 中 自由 SDS 的 7 EEO EA 
数 。 图 9-23 是 各 种 蛋白 质 结合 SDS 的 典型 结果 。 由 图 可 见 , 有 一 低 一 高 两 个 平 阶 , 分 别 相 当 于 
bo AAA 0.4 SEF 1.4 FE SDS, 

根据 SDS- 和 蛋白 质 复 合 物 ( 每 殉 蛋 
ARSE 1.4 克 SDS) 的 物理 研究 ,提出 
了 一 个 SDS- 和 蛋白 质 复合 物 模型 。 这 
个 模型 是 一 个 直径 恒定 、 长 度 相 当 于 
肽 链 长 度 的 细 棒 。 其 大 小 相当 于 沿 螺 
旋 长 度 揪 入 SDS 分 子 的 类 螺旋 构象 。 
低 水 平 SDS HRA, 一般 不 引起 蛋白 
质 构 象 明显 变化 。 有 几 种 蛋白 质 在 低 
浓度 的 SDS 存在 下 , 还 能 够 抗拒 其 它 
变性 剂 的 变性 作用 。 在 SDS 与 蛋白 
质 结 合 的 最 初 阶段 ,SDS 的 脂肪 族 侧 
链 可 能 与 蛋白 质 内 部 区 域 的 非 极 性 基 kos + AB Gy te st 
ATE, TRAE Eee ，。 NOP! AMRF SDS ae mLL DLR A SDs + 
的 带电 部 分 可 能 与 溶剂 作用 。 虽 然 非 
极 性 相互 作用 在 SDS- 蛋 白质 复合 物 的 稳定 中 起 重要 作用 , 但是, 不论 侧 链 的 极 性 如 何 ， 涪 着 整 
个 肽 链 几 乎 都 能 牢固 地 结合 SDS, 因 此 , SDS 与 蛋白 质 的 相互 作用 的 机 制 , 是 很 复杂 的 ， 有 待 于 
进一步 研究 。 

表面 活性 剂 在 蛋白 质 分 子 上 的 大 量 的 束缚 ,大 大 增加 了 复合 物 的 溶解 性 能 。 因为 SDS. 是 带 
负电 荷 的 分 子 , 所 以 ,SDS 在 蛋白 质 分 子 上 的 大 量 束缚 ,使 SDS- 蛋 白质 复合 物 的 分 子 表面 带 有 大 
重 的 负电 荷 , 由 于 同性 电荷 相 斥 , 从 而 阻止 了 复合 物 之 间 的 聚集 。 

十 六 烷 基 三 甲 基 毛 省 化 物 (cetyl trimethyl ammonium bromide) 是 带 正 电荷 的 ; 异 辛 烷 基 


克 SDS/ 克 蛋白 
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茶 氧 基 多 乙 氧 基 - 乙 醇 (isooctoylphenoxypolyethoxy ethanol, XM Triton X-100) 是 中 性 的 。 
这 两 种 表面 活性 剂 也 用 来 解 离 蛋 白质 ,或 者 ,用 来 从 生物 膜 或 其 它 结构 组 分 中 把 蛋白 质 溶 解 下 
来 。 中 性 的 表面 活性 剂 也 经 常用 来 对 病毒 进行 混和 破碎 。 

三 、 变 性 产物 的 构象 

蛋白 质 经 变性 因素 作用 之 后 ,其 构象 发 生 了 什么 变化 ? 

吴 宪 早 在 1931 年 就 已 经 提出 : 蛋白 质变 性 之 后 , 其 肽 链 就 由 原来 紧密 有 序 的 构象 变 成 了 松 
散 无 序 的 构象 。 此 后 ,很 长 一 段 时 间 , 人 们 对 变性 的 认识 , 基本 上 停留 在 这 个 水 平 上 。,. AER 
末 , 有 人 发 现 ,所 乙醇 之 类 的 有 机 溶剂 ,对 蛋白 质 构 象 的 影响 ,与 有 机 溶剂 的 浓度 有 密切 关系 。 有 
机 溶剂 浓度 低 时 ,变性 蛋白 呈现 易 聚 集 的 伸展 构象 : 当 浓 度 提 高 时 ,又 逐渐 变 成 5c- 螺 旋 , 有 时 ,其 
螺旋 含量 可 以 超过 天 然 状态 。 这 一 实验 结果 说 明 : 变性 蛋白 质 的 构象 也 可 以 是 紧密 构象 。 ,近年 
来 ,又 进一步 观察 到 , xc- 淀粉 酶 、 工 - 门 冬 酰 胺 酶 等 ， 经 过 阳离子 或 阴离子 表面 活性 剂 变性 之 后 ， 


其 螺旋 含量 增加 。 这 就 进一步 证 实 了 上 述 论点 。Reynold 等 人 对 许多 SDS 变性 的 蛋 自 质 * 作 了 旋 


光 研 究 , 认 为 :SDS 的 朴 水 基 与 蛋白 质 的 侧 链 疏 水 基 共 同形 成 疏水 区 ,螺旋 即 处 于 这 种 疏水 区 内 。 
增加 螺旋 度 的 变性 , 叫 重 构造 (reconstructive) 变 性 。 

1968 年 , Tantord 把 变性 产物 的 构象 概括 成 三 类 : 

(一 ) 盐酸 股 变 性 的 蛋白 质 , 呈 无 规则 卷曲 构象 。 若 打 开 二 硫 键 , 则 变 成 线 状 无 规则 卷曲 。 


浓 脲 变性 亦 属 此 类 , 但 变性 程度 不 完全 ,尤其 是 有 二 硫 键 的 蛋白 质 更 是 如 此 。 溶 菌 酶 只 有 在 酸性 ， 


pH 值 下 ,才能 发 生 脲 变性 。 


(=) 热 . 酸 碱 变性 ,其 产物 往往 保存 一 部 分 紧密 构象 。 添 加 服 , 可 以 破坏 这 一 部 分 的 紧密 构 “ 


象 。 

(=) 高 浓度 的 有 机 溶剂 (如 : 氧 乙醇 三 氧 六 环 ,脂肪 族 醇 , 等 ) 变 性 ,其 产物 的 螺旋 度 增 加 ， 
A FEE GEA EK ' 

四 、 复 性 

变性 的 蛋白 质 能 不 能 恢复 原来 的 构象 , 重新 呈现 全 部 的 生物 活性 ? 

蛋白 质 分 子 的 变性 部 分 ,恢复 到 天 然 构象 ,这 叫 复 性 。 复 性 一 般 可 以 分 成 三 种 类 型 。 一 种 是 
全 部 复 性 ,甚至 变性 到 无 规则 卷曲 ,也 能 全 部 恢复 天 然 构 象 。 另 一 种 是 部 分 复 性 ， 能够 恢复 原来 
构象 的 主要 部 分 ,但 还 保留 了 异常 的 结构 区 。 还 有 一 种 也 是 部 分 复 性 ,但 得 到 的 是 几 种 产物 的 混 
合 物 。 其 中 ,有些 产物 与 天 然 蛋白 基本 上 相同 , 另 一 些 产 物 则 具有 明显 不 同 的 性 质 。 当 存在 多 条 
折 和 挝 途径 时 , 这 种 情况 便 能 发 生 , 从 而 导致 多 种 产物 。 这 些 产物 被 中 止 成 不 同 的 亚 稳 态 构象 。 因 
为 活化 依 phimiainiinematisance ion amtaiptammmparenini 

Pi 3 28 Be PE BE A SE AY JLB 2 SB 

1. RNA 酶 复 性 

ZNA 酶 分 子 只 有 一 条 多 肽 链 ,包含 四 个 二 硫 桥 。 在 温和 碱 性 条 件 下 , 由 于 B- 琉 基 乙 醇和 8 
M 脲 的 作用 ,RNA 酶 发 生 了 变性 。 四 个 二 硫 桥 断 裂 了 , 多肽 链 变 成 无 规则 卷曲 , 酶 活力 形 失 。 
如 果 透 析 除 去 脲 ,并 在 9， ma 则 酶 活力 几乎 全 部 恢复 , 复 性 蛋白 的 晶体 
与 天 然 蛋 白 的 晶体 具有 相同 的 X- 光 衍射 图 谱 。 这 说 明 ,变性 蛋白 的 构象 已 经 完全 恢复 到 天 然 蛋 
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白 的 构象。 

2. 醛 缩 酶 复 性 

醛 缩 酶 分 子 包 含 四 条 大 小 相似 的 多 肽 链 ,没有 二 硫 桥 , 分 子 量 为 100000。 在 4 MIR Be pH 2 
的 作用 下 ,四 条 链 被 拆 开 来 , 肽 链 似 呈 无 规则 卷 曙 , 酶 活力 丧失 。 如 果 对 适当 的 缓 评 液 透析 , 则 活 
力 恢 复 70%。 复 性 对 条 件 的 要 求 是 严格 的 。 在 蛋白 质 浓度 高 (5 mg/ml) 的 情况 下 , 当 pH 从 2 
迅速 变 成 5.3 时 , 则 产生 几 种 无 活性 的 聚集 体 (各 种 中 止 状 态 ) ,但 是 ,在 蛋白 质 浓度 低 的 情况 下 ， 
就 不 产生 这 样 的 聚集 体 , 而 是 快速 重组 。 

活性 大 部 分 恢复 ,而 没有 全 部 恢复 ,这 一 结果 说 明 , 对 于 具有 四 级 结构 的 蛋白 质 而 言 , 三 、 四 
级 结构 遭 到 破坏 之 后 ,在 适当 的 条 件 下 , 虽然 蛋白 质 的 其 它 区 域 不 能 恢复 到 天 然 构 象 ,但 是 ,活性 
部 位 可 以 正确 地 重新 形成 。 

3. 氨 甲 酰基 础 酸 合成 酶 复 性 

在 硫 氰 酸 钾 作 用 下 ,大 肠 杆菌 氛 甲 酰基 磷酸 合成 酶 分 子 解 离 成 大 小 不 同 的 两 个 亚 单位 ,活性 
起 失 。 将 大 小 亚 单位 分 离开 来 ,并 除去 变性 剂 。 如 果 以 NHs 作为 酰胺 供 体 ， 则 大 亚 单位 具有 催化 
氨 甲 酰基 础 酸 合成 的 充分 活性 。 此 合成 反应 , 象 天 然 酶 的 活性 一 样 , 亦 受 鸟 氨 酸 和 次 黄 味 叭 核 苷 
单 磷酸 的 变 构 调节 。 然 而 ,单独 的 大 亚 单位 却 不 能 利用 正常 的 酰胺 供 体 一 一 谷 酰胺 ;来 合成 氨 四 
酰基 础 酸 。 据 发 现 , 小 亚 单位 能 束缚 谷 酰胺 ,有 低 水 平 的 谷 酰胺 酶 活力 。 大 小 亚 单位 重组 ， EU 
复 天 然 的 四 级 结构 和 所 有 的 酶 性 质 。 

二 ,三 或 三 ,四 级 结构 遭 到 破坏 的 变性 蛋白 为 什么 能 够 复 性 ? 

一 般 认为 ,只 要 满足 所 需 的 环境 条 件 , 蛋 白质 的 一 级 结构 能 够 决定 其 二 ,三 ,四 级 结构 。 天 然 
蛋 自 的 二 ,三 \ 四 级 结构 ,虽然 遭 到 不 同 程度 的 破坏 ,但 是 ,一 级 结构 仍然 保持 不 变 , 因此 ,除去 变 
性 剂 之 后 ,在 适当 的 环境 条 件 下 , 可 以 复 性 。 

五 、 抗 变性 手段 

对 蛋白 质变 性 要 从 两 方面 看 , 它 有 有 利 的 一 面 , 也 有 不 利 的 一 面 。 在 不 少 场合 ， 可 以 利用 变 
性 为 人 类 服务 。 例 如 :在 提纯 蛋白 质 时 ,可 以 用 加 热 法 除去 对 热 特 别 敏 感 的 杂 和 蛋白 ,以 纯化 蛋白 
质 制剂 ;在 食品 工业 上 ,通过 变性 , 使 大 豆 蛋白 由 球状 结构 变 成 纤维 状 结构 ,以 制造 “人造 肉 ; 在 
医疗 和 食品 部 门 , 有 不 少 器 具 或 制品 ,需要 利用 变性 来 消毒 杀菌 等 等 。 但 是 ,在 大 多 数 场合 ,变性 
给 大 们 带 来 损失 ,需要 加 以 克服 。 例 如 :医用 生物 制品 (疫苗 \ 酶 制剂 .其它 蛋白 质 制 剂 ) 的 制备 与 
保存 ,人 工 心肺 机 内 循环 的 血液 ,以 及 日 常 实验 室 和 工业 上 用 的 酶 制剂 , 都 需要 防止 变性 。 因 此 ， 
蛋白 质 的 稳定 性 问题 一 直 是 一 个 急 待 解决 的 问题 。 

影响 蛋白 质 的 稳定 性 的 因素 很 多 , 但 是 ,基本 上 可 以 分 成 两 个 方面 : 

1. 内 源 性 稳定 因素 , 即 蛋 白质 的 共 价 结构 以 及 由 共 价 结构 所 决定 的 空间 结构 ; 

2. 外 源 性 稳定 因素 ,包括 非 共 价 结合 的 辅 基 以 及 环境 的 物理 ,化 学 条 件 (如 :温度 、 压 力 、 溶 
液 中 其 它 溶质 ?等 等 ) 。 

外 源 性 稳定 因素 发 挥 功 能 是 与 内 源 性 稳定 因素 相关 的 ,并 受 其 制约 。 一 般 来 讲 , 从 外 源 性 稳 
定 因素 着 手 防 止 变性 ,是 比较 简单 的 。 例 如 :添加 蛋白 质 (包括 明胶 )\ 树 胶 、 底 物 、 抑 制剂、 辅 基 、 
必需 的 金属 离子 以 及 某 些 盐 类 , 在 适当 的 缓冲 液 中 , 可 以 增加 蛋白 质 的 稳定 性 。 但 是 ， 有些 酶 在 
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表 8-3 有 机 溶剂 对 猪 心 苹果 酸 脱 氢 栈 活性 的 影响 * 
a Hh fe iw 这 FE 天 (VIV)% 


0 | 10 | 30 | 50 70 

| Rg 活 性 % 
甲 6 50 63 59 66 20 
og 2 50 72 87 79 62 
两 Of 50 77 99 101 一 
甘油 50 57 96 9 109 


* 25° C 保 持 30 分 钟 。 


底 物 存在 下 ,反而 降低 了 热 稳定 性 。 很 多 实验 指出 ,多 元 酶 及 糖 类 可 增进 蛋白 质 的 稳定 性 。 最 有 
趣 的 是 某 些 变性 剂 ( 丙 本 或 乙醇 ) 有 时 在 表 观 上 竟 能 稳定 脱 氨 酶 ,如 表 8-3 Bran. TARY, eA 
油 对 某 些 酶 的 活性 却 起 抑制 作用 。 对 于 这 些 错综复杂 的 现象 , 现在 ， AT DARED EET? 有 
待 于 进一步 研究 。 


gS ea 


1. 解释 下 列 名 词 ， 了 mat 

BEI s DEIC WD s HEI 5 SEKAI 5 MATCH BEIGE ARIE 5 圆 偏振 光 ; 椭圆 偏振 光 ; 旋 光 ; 旋 
SA ey WE se HE 5 HE 5 ee 5 A es I ies HE Hee SOEs 核磁 共 
振 ; 自 旋 偶合 ;化 学 位 移 ; 激 光 拉 曼 光谱 ;中 子 衍射。 peat vy 
. XHAAHD EAE ROTOR ASA Sth Ae 
.与 和 -射线 结构 分 析 法 相 比 ,中 子 衍射 法 有 哪些 优越 性 ? 核磁 共振 法 有 哪些 优越 性 ? 
. 蛋白质 的 紫外 吸收 光谱 与 蛋白 质 分 子 结构 有 何 关 系 ? 
和 蛋白质 的 草 光 光谱 与 蛋白 质 构象 有 何 关系 ? 
,蛋白质 的 圆 二 色 性 光谱 和 旋光 色散 光谱 与 蛋白 质 的 构象 有 何 关 系 ? 

. 目前 ,核磁 共振 法 、 激 光 拉 曼 光谱 、 中 子 衍射 法 、 圆 二 色 性 与 旋光 色散 光谱 、 昔 光 光 谱 以 及 紫外 吸收 光谱 
可 以 为 蛋白 质 分 子 构象 提供 哪些 信息 ? 

8. 什么 是 蛋白 质变 性 ? 引起 蛋白 质变 性 的 因素 有 哪些 ? 

9. 蛋白 质变 性 有 哪些 表现 ? 鉴定 蛋白 质变 性 的 方法 有 哪些 ? 

10, 天 然 蛋 白 与 变性 蛋白 有 何不 同 ? 

11. 解释 下 列 名 词 ， 

天 然 蛋白 ; 重 构造 变性 ; 复 性 ;可 逆 变 性 ;不 可 逆 变 性 。 

12. Mg. He, PRIM SDS 以 及 有 机 溶剂 对 蛋白 质 的 变性 机 理 如 何 ? 

13. 蛋白 质 的 热 变性 与 冷 钝 化 的 机 理 如 何 ? 

14, 由 不 同 变性 剂 所 引起 的 蛋白 质 构 象 变化 有 何不 同 ? 

15. 复 性 有 哪些 类 型 ? 


二 a a ee ee Ite 
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第 十 章 ” 蛋 日 质 分 子 构象 与 功能 的 关系 


第 一 节 ”血红 蛋白 分 子 构象 与 功能 的 关系 洒 93 2 

人 的 血液 含有 许多 红细胞 , 红细胞 里 含有 两 种 血红 蛋白 。 -一 种 是 HbA, 占 血红 董 白 总 量 的 

96% 以 上 ; 另 一 种 是 HbA;, 占 血红 蛋白 总 量 的 1.5496) TEAL NG ELAM OS, 含有 另外 一 种 
血红 蛋白 , 叫 HbF。 这 三 种 血红 蛋白 分 子 的 亚 单位 组 成 如 下 ; rear eee 


HbA, af, 
HbA,,; 02 ’ 
HbF. C272 


由 此 可 见 , 这 三 种 血红 蛋白 分 子 都 具有 共同 的 c- 亚 单位 ;所 不 同 的 是 B-、6- 和 7- 亚 单位 。 
6-、.6- 和 ?- 亚 单位 的 一 级 结构 虽然 有 一 定 的 差异 ,但 是 , 它们 的 二 三 级 结构 却 十 分 相似 。 这 三 
种 血红 蛋白 分 子 都 是 0。 和 CO, 的 运载 工具 。 

血红 蛋白 分 子 娓 能够 与 Q* 迅速 结合 ， 也 能 够 与 O. 迅速 解 离 。 其 结合 与 解 离 主要 决定 于 血 
液 中 O. 分 压 的 高 低 。 当 血液 流 经 肺 部 时 , 由 于 Oe 从 肺泡 进入 血液 ,使 血液 里 的 9; 分 压 增 高 ， 
这 时 ,大 部 分 血红 蛋白 分 子 (Hb) 便 与 O* 迅速 结合 成 氧 合 血红 蛋 蝗 (HbOz); 当 血液 流 经 组 织 时 ， 
由 于 9: 从 血液 进入 组 织 ,使 血液 里 的 9; 分 压 降 低 , 这 时 ,一 部 分 氧 合 血红 蛋白 分 子 (1/4 一 1/3) 
便 解 离 成 脱氧 血红 蛋白 (Hb) 与 02。 上 述 过 程 可 以 用 下 式 彭 示 : 

0, 分 压 高 ( 肺 ) 


SS Hb 
ph iiag 0.4) HE (AED as 


其 平衡 常数 为 
x [HbO)] 
[Hb ][O ] 

5 O, 结合 的 血红 蛋白 (HbO) Maes ma ea; RAS O. 结合 的 血红 蛋白 (Hb)， 叫 脱氧 
血红 蛋白 。Q; 在 血红 蛋白 分 子 中 的 结合 部 位 是 血红 素 中 的 Fe 一 (图 8-29)。 在 HbO, 中 ， 血红 
素 的 Fe ,其 配 位 键 是 六 , 即 有 六 个 配 位 体 与 之 配 位 。 其 中, 四 个 配 位 体 是 中 啉 环 中 的 四 个 N 原 
子 ， 第 五 个 是 F 8 His 的 咪唑 基 ， 第 六 个 是 9。 因此 ,每 个 亚 单位 结合 一 个 Oz， BP MARA 
子 共 结合 四 个 Q，。 

血红 蛋白 分 子 与 O， 结合 的 前 后 ， 甚 血红 素 中 Fe”… 的 价 态 不 改变 。 如 果 从 Fe?* a ke Fest, 
那么 ,这 种 血红 蛋白 便 是 氧化 血红 蛋白 (又 叫 高 铁血 红 蛋 白 ), 以 HbM 表示 。 人 氧化 血红 蛋白 失去 - 
9% 0; 的 能 力 。 

H* CO; 以 及 2,3- 二 磷酸 甘油 酸 (DPG) 可 以 与 脱氧 血红 蛋白 分 子 结合 ,从 而 降低 其 对 Oy 
亲和力 。 

脱氧 血红 蛋白 分 子 对 Oo 的 亲和力 低 于 其 单独 的 gc- 或 8- 亚 单位 对 Oo 的 亲和力 ， 亦 低 于 肌 
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蛋白 分子 对 .0， 的 亲和力 。 
50, 首先 结合 的 是 脱氧 在 红 蛋 白 分子 中 的 xc- 亚 单位 ,而 不 是 8- 亚 单位 。 
一 \ 血红 蛋白 的 变 构 作 用 与 0; 的 运输 
血液 的 0; 饱和 度 是 指 ,血液 中 氧 合 血红 蛋白 的 数量 对 血红 蛋白 总 量 的 百分比 。 


 NEOR ATE 
O, HAE = FEO, Hb * 100% 


图 ;10-1 是 血液 中 氧 合 血红 蛋白 的 氧 解 离 曲 线 。 
由 该 图 可 知 , 血 红 蛋 白 的 氧 饱 和 度 随 着 On 分 压 的 
升 高 而 增加 ,但 不 成 直线 关系 ,而 是 呈 S 形 曲线 。 
氧 合 血红 蛋白 的 氧 解 离 曲线 的 $ 形 特征 ， 具 有 
重要 的 生理 意义 。 $ 形 曲线 的 上 部 较为 平坦 ,9; 分 
压 从 100 毫米 秒 桩 降 至 80 BEA 柱 MT, On its AIRE 
仅 下 降 0.02 (从 0.95 PEAS 0.93 )。 因 此 ， 当 血液 流 
经 O; 分 压 较 高 的 肺 部 时 ， 即 使 O. 分 压 有 相当 大 的 ‘ae: A Re 
改变 , 血液 的 0; 饱和 庶 也 无 多 大 改变 ,仍然 能 够 保 0 
证 较 多 的 脱氧 血红 蛋白 分 子 与 0; 结合。 但 是 ,在 S 
形 曲线 的 中 段 , 坡度 较 大 ，0, 分 压 从 40 SEKIREI 图 10-1 血液 中 氧 合 血红 蛋白 的 氧 解 离 曲 线 
至 20 SKREM, O2 饱和 度 可 以 从 0.6 降 至 0.3 ， 
这 样 , 便 保 证 了 血液 在 流 经 O; 分 压 较 低 的 组 织 时 ,即使 O* 分 压 有 较 小 的 变化 ， 氧 合 血 红 和 蛋白 分 
子 的 解 离 却 有 明显 的 增加 ,从 而 释放 更 多 的 O:, 供 组 织 需 要 。 
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图 10-2 PiMumMzC AP) SAA er A (Ze Ue A He A MA KATA 


一 一 Bras 一 e 
人 ,表示 闪电 基 团 ;一 @B 一 志 示 盐 本 | 表示 DPC; -人 | 表示 脱氧 的 血红 素 ; ° 表示 所 
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合 的 血红 素 ; 一 人 > Bas Tyr 的 侧 链 。 


饼 合 血红 蛋白 的 氧 解 离 曲线 为 什么 呈 $ 形 ? 这 是 因为 ， 血红 蛋白 分 子 对 OO. 的 结合 是 协同 
的 , 即 一 个 亚 单位 对 On 的 结合 促进 了 其 它 亚 单位 对 Oo 的 结合 . 这 种 协同 作用 是 通过 血红 蛋白 
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分 子 中 c- 与 8- 亚 单位 之 间 的 相互 作用 来 实现 的 。 当 一 个 c- 亚 单位 与 0。 结合 时 ,其 构 俏 发 生 改 
变 ; 通 过 亚 单位 之 间 的 相互 作用 , 这 种 构象 变化 可 以 引起 其 余 亚 单位 的 构象 发 生变 化 ， 从 而 提高 
其 余 亚 单位 对 O。 的 亲和力 。 这 就 是 所 谓 变 构 效 应 。 变 构 效应 是 生物 用 来 调节 生物 高 分 子 功能 
(尤其 是 酶 催化 功能 ) 的 极其 普遍 的 方式 。 

现在 ,通过 和 X- 光 衍射 法 已 大 致 上 弄 清 了 氧 合 前 后 血红 蛋白 分 子 的 构象 变化 ”。 

在 脱氧 血红 蛋白 四 聚 体 中 ,四 个 亚 单位 通过 下 列 盐 桥 互 相 结合 (图 10-2 ): 

在 二 个 <- 亚 单位 之 间 ，, 一 个 c- 亚 单位 N- 末 端 Val 的 -NHi 基 与 另 一 个 c- 亚 单 位 C- 末 端 
Arg 的 -COO- 基 相 互 吸 引 , 共 生成 二 个 盐 桥 ;一 个 c- 亚 单位 C- 末 端 Are MATER AMM eS A 
一 个 c- 亚 单位 Asp 126 的 -COO ” 基 相 互 吸 引 , 共 生成 二 个 盐 桥 。 

在 x- 亚 单位 与 B- 亚 单位 之 间 , 每 一 个 B- 亚 单位 C- 末 端 His 的 -COO 基 与 每 一 个 &- 亚 单 
位 Lys 40 的 s-NHs 基 相 互 吸引 ,共生 成 二 个 盐 桥 。 

在 二 个 B- 亚 单位 之 间 , 夹 着 一 分 子 DPG。DPG 分 子 的 结构 式 如 下 图 所 示 ， 


2,3- 二 磷酸 甘油 酸 


由 此 可 见 ,DPG 分 子 中 的 一 个 羧基 和 二 个 磷酸 根 都 是 带 负 电荷 的 .DPG 分 子 中 的 三 个 带 负 
电 的 基 团 与 每 个 C- 亚 单位 的 三 个 带 正 电 的 基 团 LNAI(L1)Val 的 c-NHs 3&, EF 6(82)Lys 的 2- 
NH;* 3£,H 21 (143)His 的 咪唑 基 ] 相 互 吸引 ,共生 成 六 个 盐 桥 。 

除了 上 述 亚 单位 之 间 的 盐 桥 而 外 ,在 每 个 8- 亚 单位 中 , 亦 各 有 一 个 盐 桥 , 即 C- 末 端 His 的 
咪唑 基 与 FGI(94)Asp 的 8-COO 基 相 互 吸引 ,生成 盐 桥 。 

由 于 上 述 盐 桥 的 作用 ,使 脱氧 血红 蛋白 分 子 的 构象 受到 了 约束 ， 从 而 导致 其 对 O; 的 亲和力 
低 于 其 单独 的 c- 或 8= 亚 单位 对 O. 的 亲和力 。DPSG 分 子 插入 两 个 B- 亚 单位 之 间 , 使 脱氧 血红 
蛋白 分 子 的 四 级 结构 更 加 稳定 ,从 而 进一步 降低 了 脱氧 血红 蛋白 分 子 对 0 的 亲和力 。 

血红 素 位 于 每 个 亚 单位 的 由 三 和 下 螺旋 所 构成 的 空 穴 中 。 在 血红 素平 面 的 两 侧 各 有 一 个 
His。F 8 His 距 血 红 素 平面 较 近 ,以 配 位 键 与 Fe 原子 相连 ;E7 His 距 血 红 素平 面 较 远 ,如 图 10-3 
所 示 。 

在 脱氧 血红 蛋白 分 子 中 ,血红 素 中 Fe 的 配 位 数 是 五 。 此 时 ，Fe 原子 的 直径 太 大 ,以致 于 
不 能 落 入 吓 啉 环 的 中 央 空 穴 中 ,而 与 血红 素平 面 保 持 0.75A 的 距离 。 在 c- 亚 单位 中 , ph FO, 
结合 部 位 没有 空间 障碍 ,因此 ,c- 亚 单位 能 够 首先 与 0; A, 但 在 6- 亚 单位 中 , 由 于 E11 Val 
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TyrH 22 


ValEll 


图 10-3 MAMA 6- 亚 单位 的 三 级 结构 ， e-MAw=Re SRR 


侧 链 对 9; 结合 部 位 的 空间 障碍 ,使 B- 亚 单位 不 能 首先 与 O， 结合 。 

当 一 或 二 个 c= 亚 单位 与 0; 结合 时 ,由 于 0; 的 结合 ,使 Fe 原子 的 直径 缩小 , 向 血红 素平 面 
移动 0.75 人 ,从 而 全 部 落 信 中 啉 环 的 中 央 空 穴 中 。 Fe 原子 的 位 移 ,导致 HC 2 Tyr 包围 圈 (HF 
和 互 螺旋 所 构成 的 空 穴 ) 的 收缩 ,从 而 使 EC 2 Tyr 突围 而 出 。HC 2 Tyr 的 移动 , 拉 断 了 约束 脱 
氧 血红 蛋白 分 子 构象 的 某 些 盐 桥 ,并 拼 册 了 DPG 分 子 , 使 血红 蛋白 分 子 的 四 级 结构 发 生 很 大 变 
化 二 盐 桥 的 断裂 ,使 8- 亚 单位 的 梅 象 发 生 了 一 定 的 变化 ,从 而 排除 了 BE 11 Val 侧 链 对 0; 结合 
部 位 的 空间 障碍 ,使 8- 亚 单位 也 能 够 与 0, 结合 。 

“与 脱氧 血红 蛋白 分 子 构象 相 比 , 氧 合 血红 蛋白 分 子 构象 有 下 列 变 化 ; 

(1) Fe 原子 有 六 个 配 位 体 , 半 径 缩小 ? 移 太 中 号 环 的 中 央 空 穴 ; 

(2) HC 2 Tyr 已 从 包围 圈 突 围 而 出 ,能 自由 旋转 ; 

(3) 亚 单位 之 间 所 有 的 盐 桥 都 断裂 了 ; 

(4) 两 个 8- 亚 单位 之 间 的 距离 缩短 了 ,DPG 分 子 被 搞 出 来 了 。 

二 、DPG 对 血红 蛋白 毛 亲 和 力 的 影响 

DPG 是 红细胞 中 糖 酵 解 支 路 的 代谢 产物 。 它 能 够 降低 脱氧 血红 蛋白 分 子 对 O, 的 亲 和 力 ， 
使 氧 合 血红 蛋白 的 氧 解 离 曲线 右 移 , 如 图 10-4 所 示 。 
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O24 Fe (EK FRE) 
图 10-4 细胞 中 DPG 浓度 对 氧 合 血红 蛋白 氧 解 离 曲线 的 影响 


Hb + DPG——Hb— DPG 
Hb—DPG + 4 O,——Hb(0,),+DPG 

由 上 述 反 应 式 可 知 ,脱氧 血红 蛋白 分 子 可 以 与 一 分 子 DPG 结合 , 但 是 它 不 能 同时 又 与 四 个 
氧 分 子 结合 。 

在 脱氧 血红 蛋白 分 子 中 ,二 B- 亚 单位 之 间 的 空 穴 较 大 , 可 以 容纳 一 分 子 DPG, A tt, DPG 
能 与 脱氧 血红 蛋白 分 子 结合 。 与 DPG 的 结合 使 脱氧 血红 蛋白 分 子 的 四 级 结构 更 加 稳定 ;从 而 
降低 了 其 对 On 的 亲和力 。 但 是 ,结合 了 O. 的 血红 蛋白 分 子 L[Hb(Oxz)4] 就 不 能 与 DPG AAT. 
因为 与 9; 的 结合 使 血红 蛋白 分 子 的 构象 改变 , 二 B- 亚 单位 之 间 的 空 穴 缩小 , 结果 容纳 不 平 
DPG, 

DPG 降低 脱氧 血红 蛋白 分 子 对 0， 的 亲和力 有 下 列 意义 ， 

当 血 液 流 过 Oo 分 压 较 低 的 组 织 时 ,红细胞 中 DPG 能 明显 地 增加 0; 的 释放 , 以 满足 组 织 对 
O: 的 需要 。DPG 的 浓度 越 大 , 则 0， 的 释放 量 越 多 。 红 细胞 中 DPG 浓度 的 变化 是 调节 血红 蛋 
Hate 0* 亲和力 的 重要 因素 。 在 空气 稀薄 的 高 山上 的 人 , 或 者 换 气 困难 的 肺 气 肿 病人 ”其 红 
细胞 中 的 DPG 代 偿 性 增加 ,使 为 数 不 多 的 氧 合 血 红 蛋 白 分 子 尽量 释放 O， 以 满足 组 织 对 :的 

=. RE, CO. 分 压 对 血红 蛋白 氧 亲 和 力 的 影响 

H* 浓度 和 CO。 分 压 的 增高 ,能 够 降低 血红 蛋白 分 子 对 On 的 亲和力 ;促使 氧 合 血 红 蛋 白 的 
氧 解 离 曲线 右 移 ,如 图 10-5 Bras. 

在 肌肉 中 ,高 浓度 的 了 和 CO. 促使 氧 合 血红 蛋白 分 子 释放 0， 在 肺 中 ,高 浓度 的 O; 促使 
脱氧 血红 蛋白 分 子 释放 H* 和 CO，。 
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图 10-5 pH 和 CO, 分 压 对 氧 合 血 红 蛋 白 氧 解 离 曲线 的 影响 
I: PH7.6 (CO, 分 压 =25.5 SRR) 
Il: pH7.4 (CO, 分 压 =39.7 BRRE) 
I: pH7.2 (CO, 分 压 =61.3 BARE) 


在 肌肉 中 PH7.2 | /H 
在 肪 内 pH7.6 一 NCO， 
上 述 现象 是 波 尔 首先 发 现 的 , 故 叫 波 尔 效应 。 
A 在 脱氧 血红 蛋白 分 子 中 的 结合 部 位 是 :cx- 亚 单位 的 N- 末 端 一 NH; 基 ;c- 亚 单位 His 122 
的 咪唑 基 ; 8- 亚 单位 His 146 的 咪唑 基 。 
—NH, +H+t—=—NH;* 


Ca- 亚 单位 
N- 末 端 氨基 


HbO,+H*+CO, +0, 


TIN . ae 
Pay J 
eg Set 

H H 

&- 亚 单位 His 122 

和 B- 亚 单位 His 146 

的 咪唑 基 


H+ 与 脱氧 血红 蛋白 分 子 的 结合 , 能 够 改变 脱氧 血红 蛋白 分 子 的 构象 , 从 而 降低 脱氧 血红 蛋 
白 分 子 对 9 的 亲和力 。 
CO, 在 脱氧 血红 蛋白 分 子 中 的 结合 部 位 是 每 个 亚 单位 的 N- 末 端 氨基 。 
Hb—NH, + CO,——Hb—NHCOO™ + H* 
脱氧 血红 蛋白 分 子 中 四 个 亚 单位 的 N- 末 端 氨基 都 能 与 CO， 结合 , 生成 氨基 甲酸 血红 蛋白 ， 
并 释放 了 。 
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波 尔 效 应 有 下 列 重 要 的 生理 意义 : 

当 血 液 流 经 组 织 时 ,与 血液 相 比 ,由 于 组 织 的 pH BERK. CO. 分 压 较 高 , 因而 有 利于 氧 合 血红 
蛋白 分 子 释放 Os, SEAR A RELL SHAY 9O， 分 压 下 降 时 获得 更 多 的 O, 同 时 ,9;: 的 释放 又 促进 脱氧 
血红 蛋白 分 子 与 Hi CO 的 结合 。 当 血液 流 经 肺 部 时 , 由 于 肺 气泡 的 Oo 分 压 较 高 ， 促使 脱氧 血 
TRAD + Rik H* 和 CO。CO， 的 呼出 有 利于 氧 合 血红 蛋白 的 生成 。 

、 血 红 蛋 白 分 子 病 

由 于 DNA 分 子 上 结构 基因 的 突变 , 而 合成 了 失去 正常 功能 的 异常 蛋白 质 ,从 而 产生 先天 性 
的 疾病 ,这 种 病 就 叫 分 子 病 (遗传 性 疾病 )。 由 于 血红 蛋白 结构 基因 上 的 一 个 或 多 个 氛 基 酸 遗 传 
密码 发 生 突变 ,而 合成 了 这 样 或 那样 的 异常 血红 蛋白 , 其 中 , 有 些 异 贡 血红蛋白 可 以 产生 临床 疾 
病 , 即 分 子 病 。 今 举 二 例 加 以 说 明 ， 

1. 在 非洲 人 中 流行 着 一 种 镰刀 形 红细胞 贫血 病 。 患者 的 红细胞 呈 然 刀 状 ， 容易 发 生 溶血 ， 
严重 的 可 以 引起 患者 死亡 。 其 发 病 机 理 , 现 在 已 大 致 查 明 : 在 患者 的 DNA 分 子 中 ， 血红 蛋白 B- 
链 结构 基因 上 的 第 六 个 遗传 密码 CTT( 谷 氨 酸 遗传 密码 ) 转 变 成 CATI( 纺 氨 酸 遗传 密码 ) ,结果 合 
成 了 一 种 异常 血红 蛋白 AS, 从 一 级 结构 上 看 , WS SE MARA HbA 的 差别 , 仅 是 5- 链 

六 位 氨基 酸 残 基 不 同 。 前 者 是 纺 氨 酸 残 基 ; 而 后 者 是 谷 氨 酸 残 基 。 从 空间 结构 上 看 ，B- 链 第 
六 位 的 残 基 置 换 发 生 在 血红 和 蛋 百 分 子 的 表面 上 。 这 种 结构 上 的 变化 ,虽然 不 影响 单个 HDS 分 子 
的 载 9: 功 能 ,但 是 ,在 红细胞 中 Hbs 的 浓度 很 高 的 情况 下 , 却 促 进 了 HOS 分 子 之 间 的 相互 作用 ， 
使 HDS 分 子 一 个 接 一 个 地 线性 凝集 ， 产 生 溶 解 度 较 低 的 线性 凝集 物 ， 从 而 导致 红细胞 变 成 镰刀 
状 和 易于 破裂 。 

2. 与 血红 素 有 接触 的 残 基 都 位 于 血红 素 空 穴 的 周围 , 如 图 10-6 所 示 。 当 该 图 所 示 的 部 位 


图 10-6 血红 蛋白 8- 链 中 与 血红 素 有 接触 的 图 10-7 HbM Milwaukee 5- 链 血红 素 区 结构 简 图 
残 基 分 布 示意 图 (cx- 链 基本 上 与 此 相同 ) 
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表 10-1 与 血红 素 有 接触 的 残 基 发 生 置 换 所 形成 的 异常 血红 蛋白 


螺旋 


a 
= 


氨基 酸 改变 


mere ees | ER | MUP 


yx 常 性 质 | 改变 对 结构 的 影响 


Torino a 43 | CD1 | Phe>Val F50°CH BE 置换 使 血红 素 与 Phe 失去 接触 ， 在 血 
红 素 空 穴 的 表面 留 下 缺口 ，Val 与 Phe 
ae 这 会 破坏 CD KH 


OF 3 ° 


M. Boston 


58 | E7 不 易 还 原 ，cx=- 链 不 能 与 ARE Tyr 的 琴 基 形成 负离子 而 与 


O: 结合 。 Fe+ 结合 , 从 而 使 高 铁 处 于 安定 状态 。 


M，Iwate a 87 | F8 | His>Tyr 除 具 有 M Boston a 影响 而 外 ， 
此 时 ， 血 红 素 移 向 王 蛇 旋 区 ，X 光 衍射 
研究 表明 ，M Iwate 的 构象 类 似 正 常 的 
脱氧 血红 蛋白 。 


His>Tyr 


Bibba a | 136 | H19 | Leu+Pro 50"C 时 不 稳定 ，pH8.6 置换 使 Leu 与 血红 素 失 去 接触 ， 使 联 

电泳 时 ， 可 与 HbA 分 开 螺旋 段 136 一 138 残 基 失 去 螺旋 结构 ，c- 
链 正 常 功能 受到 抑制 。 

Hammersmith | 有 42 | CD1 | Phe+Ser 50? 时 不 稳定 ， 易 氧化 ， 置换 使 血红 素 与 Phe RABIN, 于 血 
从 而 失去 血红 素 , 低 Q: 亲 | 红 素 空 穴 表面 贸 下 缺口 ， 亲 水 性 OH 的 
aD. 存在 使 空 穴 易 受 水 的 影响 。 ! 

M. Sskatoon oat Ea B 63 | E7 | His>Tyr 似 M Boston | 

Ziirich B 63 | E7 | His>Arg 能 与 :可逆 结合 ,但 更 血红 素 空 穴 不 能 容纳 Arg 的 侧 链 , 它 
eee nies Bohr 2 效应 | 必须 伸 向 表面 ， 在 Fe 原子 配 位 体 部 位 

正常 ,与 CO: 结合 的 动 办 | 留 下 一 个 大 空 穴 。 
学 与 HbA 大 不 相同 。 

M. Milwaukee] 8 67..| Ell | Val>Glu Glu 的 COO- 基 与 Fes+ 生成 盐 桥 ， 将 

| | EB 7His 的 侧 链 挤 出 血红 素 空 穴 。 

Sydney B 67 | Ell | Val>Ala 50 at Eh! 易 氧 化 ， 破 乓 了 血红 素 与 Val 的 接触 ， 使 血红 

加 热 时 失去 红 素 。 素 处 于 松弛 状态 。 
Santa Ana 88 | F4 | Leu>Pro A-E LUA eT SS Pro 出 现 于 了 螺旋 段 N- 末 端 ， 可 能 未 
改变 主 链 构 象 ， 使 血红 素 与 Leu 失去 接 
使 水 能 够 进入 。 
M. Hyde Park LM Iwate 


发 生 残 基 置 换 时 , 则 产生 表 10-1 所 示 的 各 种 异常 血红 蛋白 。 这 些 异 常 血 红 蛋 白 几 乎 全 部 能 产生 
临床 疾病 。 引 起 先天 性 青紫 的 几 种 M 型 血红 蛋白 (HbM) 全 部 在 这 个 范围 内 。 M 型 诺 红 蛋白 的 
结构 变异 是 比较 有 规律 的 。 它 们 绝 大 多 数 都 是 由 酷 氨 酸 残 基 取 代 了 近 连 (F8) 组 氛 酸 残 基 或 远 
连 (E7) 组 氨 酸 残 基 。 可 能 是 , 由 于 酷 氨 酸 残 基 的 酚 基 所 形成 的 负离子 与 Fes+* 结 合 , 使 异常 血红 蛋 
白 中 异常 链 的 血红 素 固定 在 高 铁 (Fe3 ) 状 态 , 从 而 失去 结合 O: 的 能 力 , 造成 先天 性 青紫 。 HbM 
Milwaukee 的 情况 略 有 不 同 。 它 是 5- 链 的 Val 67 (E 11) 为 一 带 负 电 的 Glu 所 取代 。 虽然 

突变 并 没有 涉及 到 近 连 或 远 连 His ,但 是 ,由 于 Glu 与 6- 链 His 63(E 7) 相 距 oh aba eae th 
在 gc- 螺旋 上 大 致 相当 于 转 一 圈 , 因 此 ,二 者 所 指 的 方向 相同 。 这 样 一 来 ,Glu 的 一 COO- 基 就 能 
与 血红 素 中 的 Fe 形成 盐 桥 ,并 将 远 连 His 挤 出 血红 素 空 六 (图 10-7)。 由 于 上 述 结构 上 的 变化 ， 
使 HbM Milwaukee 失去 结合 ;的 能 力 ,造成 先天 性 青紫 。 
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第 二 节 ， 细胞 色素 “ 分 子 构象 与 功能 的 关系 "2 间 


从 酵母 到 人 类 ,氧化 食物 分 子 都 需要 细胞 色素 c。 细胞 色素 与 线粒体 膜 紧密 相连 , 是 呼吸 
链 中 的 一 种 电子 传递 体 。 在 生物 氧化 过 程 中 ,来 自 食 物 分 子 的 电子 , 在 到 达 细 胞 色素 系统 之 后 ， 
接 下 列 顺序 传递 ， 

细胞 色素 b 一 > 细胞 色素 c; 一 > 细胞 色素 一 > 细胞 色素 a 一 > 细胞 色素 as— 0 

b 和 ci 以 细胞 色素 还 原 酶 复合 体 存在 ;a 和 as 作为 一 种 细胞 色素 氧化 酶 。 还 原 酶 把 电子 fF 
给 细胞 色素 ,氧化 酶 从 细胞 色素 。 接受 电子 。 

从 酵母 到 人 类 ,尽管 其 细胞 色素 的 一 级 结构 有 较 大 的 差异 , 但 是 , 它们 都 具有 相同 的 生物 
功能 一 一 在 细胞 色素 还 原 酶 与 细胞 色素 氧化 酶 之 间 传递 电子 。 最 近 , 对 马 心 .金枪鱼 心 , 等 细胞 
色素 e 的 空间 结构 进行 了 测定 , 发现 它 们 的 空间 结构 是 十 分 相似 的 。 

今 以 马 心 细胞 色素 。 为 例 , 说 明细 胞 色素 c 的 空间 结构 (图 10-8); 

在 细胞 色素 分 子 的 中 央 , 有 一 个 扁平 的 血红 素 分 子 。 一 条 多 肽 链 恰 好 包围 着 血红 素 辅 基 。 
1 一 47 号 残 基 居 于 血红 素 的 一 边 ; 48 一 91 号 残 基 居 于 血红 素 的 另 一 边 ; 92 一 104 号 残 基 又 折 回 ， 
形成 昌 着 血红 素 顶 端的 一 条 带子 。 整 个 肽 链 有 四 个 螺旋 段 :1 一 11 号 残 基 ;89 一 101 号 残 基 ;50 一 
53 号 残 基 ;63 一 70 号 残 基 。 其 中 ,1 一 11 号 残 基 ,89 一 101 号 残 基 是 c- 螺 旋 。 

血红 素 与 蛋白 质 肽 链 通 过 下 列 方 式 相连 ; 

RABE HR HY Cys 14 和 Cys 17 HUSKIE S 分 别 与 血红 素 的 两 个 乙烯 基 以 硫 醚 键 相连 ; 在 血红 素 
Fe 原子 的 一 边 ,His 18 的 咪唑 基 N 以 配 位 键 与 Fe 原子 相连 ; 在 血红 素 Fe 原子 的 另 一 边 ，Met 
80 的 甲 基 S 以 配 位 键 与 Fe 原子 相连 ;Tyr 48 和 Try 59 以 氨 键 与 血红 素 的 一 个 两 酸 基 相 连 。 

血红 素 埋藏 在 疏水 的 空 穴 中 ,只 有 一 边 向 外 暴露 。 

大 多 数 世 水 氨基 酸 残 基 埋 藏 在 分 子 的 内 部 ,其 中 ,有 不 少 分 布 在 血红 素 空 穴 的 周围 。 大 多 数 
亲 水 氨基 酸 残 基 分 布 在 分 子 的 表面 。 在 分 子 表面 的 左 侧 与 右 侧 各 有 一 个 由 Lys 残 基 组 成 的 正 电 
区 。 这 二 个 正 电 区 被 一 个 负电 区 所 隔 开 。 

由 55 一 75 号 残 基 构成 了 一 个 环 状 左 槽 。 此 槽 被 强 疏 水 残 基 的 侧 链 所 填充 。 其 中 ,有 三 个 芳 
香 族 残 基 :Try 59,Tyr 67,Tyr 74。 八 个 带 正 电 荷 的 Lys 残 基 位 于 左 槽 的 周围 。 据 推测 , 左 槽 可 
能 与 细胞 色素 还 原 酶 结合 ,其 芳香 族 残 基 可 能 参与 电子 传递 。 

右 槽 由 1 一 11 和 89 一 101 cx- 螺 旋 以 及 12 一 20 肽 段 所 构成 。 槽 内 有 两 个 芳香 族 残 基 ,Phe 10 
和 Tyr 97( 也 可 能 是 Phe)。 与 左 槽 一 样 , 槽 内 亦 被 琉 水 残 基 的 侧 链 所 填充 。 八 个 带 正 电荷 的 Lys 
残 基 位 于 右 槽 的 周围 。 据 推测 , 右 槽 和 正 铁 血红 素 空 穴 可 能 与 细胞 色素 氧化 酶 结合 ,其 芳香 族 残 
基 可 能 参与 电子 传递 。 

从 细胞 色素 “ 空间 结构 看 , 几 个 重要 的 氨基 酸 部 位 恰恰 都 是 被 35 个 恒定 氨基 酸 中 的 成 员 所 
占据 。 例 如 :与 血红 素 直 接 相连 的 Cys 14,Cys 17、His 18, Tyr 48, Try 59 和 Met 80 都 是 恒定 氮 
基 酸 ;处 于 肽 链 拐 弯 处 的 Pro(30 号 ,71 号 ,76 号 ) 和 GIy (29 号 .34 号 ,45 号 .77 号 ,84 号 ) 也 是 
恒定 氨基 酸 。 

从 酵母 到 人 ,其 细胞 色素 中 35 个 氨基 酸 位 置 为 什么 保持 恒定 ? 为 什么 所 有 的 细胞 色素 c 
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图 10-8 细胞 色素 分 子 空 间 结构 


恒定 氨基 酸 


都 具有 相同 的 功能 ? 这 说 明 ,处 于 这 35 个 氨基 酸 位 置 的 残 基 , 是 细胞 色素 的 生物 功能 所 不 可 
缺少 的 。 其 中 ,有 的 可 能 参与 维持 分 子 构 象 ;有 的 可 能 参与 电子 传递 ;有 的 可 能 参与 “识别 ”与 结 
合 细 胞 色素 还 原 酶 与 氧化 酶 。 
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1. 正常 人 的 血红 蛋白 有 哪 几 种 ? 其 亚 单位 组 成 有 何 相 同 与 不 同 ? 

2. 解释 下 列 名 词 : 

脱氧 血红 蛋白 ; 氧 合 血红 蛋白 ;氧化 血红 蛋白 ; 变 构 效 应 ; 波 尔 效应 ;分 子 病 。 

3. 氧 合 血红 蛋白 的 $ 形 解 离 曲线 有 何 生理 意义 ? 

4, 以 血红 蛋白 为 例 , 说 明 什 么 是 变 构 效 应 ? 

5. 脱氧 血红 蛋白 对 0: 的 亲和力 为 什么 比 该 蛋白 的 单独 的 c- 亚 单位 或 B- 亚 单位 低 得 多 ? 

6. 在 脱氧 血红 蛋白 分 子 中 ,为 什么 c= 亚 单位 对 O, 的 亲和力 高 于 B- 亚 单位 对 O;: 的 亲和力 ? c- 亚 单位 与 O， 
结合 之 后 ,为 什么 能 够 提高 B- 亚 单位 对 O: 的 亲和力 ? 

7. 说 氧 血红 蛋白 与 氧 合 血 红 蛋 白 的 构象 有 何不 同 ? 

8. Ht+\CO, 以 及 DPG 在 脱氧 血红 蛋白 分 子 中 的 结合 部 位 是 什么 ? 三 者 对 脱氧 血红 蛋 自 的 氧 亲和力 有 何 影 
Ble 在 生理 上 有 何 意义 ? 

9. 举例 说 明 蜡 常 血 红 蛋 白 有 哪儿 种 类 型 ? 

10。. 儿 刀 形 红细胞 贫 商 病 的 发 病 机 理 如 何 ? 

11. 在 血红 蛋白 分 子 中 , 与 血红 素 有 接触 的 残 基 若 发 生 置换 ,将 会 产生 什么 后 果 ? 为 什么 ? 

12. 在 细胞 色素 ec 分 子 中 ,血红 素 与 多 肽 链 的 连接 情况 如 何 ? 

13. 在 细胞 色素 e 构象 中 , 儿 个 重要 的 氨基 酸 残 基部 位 与 35 个 便 定 氨基 酸 残 基 位 置 有 何 关系 ? 这 种 关系 说 
明了 和 什么 问题 ? 

14。 在 细胞 色素 e 构象 中 , 左 槽 与 右 覃 可 能 有 何 功能 ? 
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第 十 一 章 ， 和 蛋白 质 分 子 相互 作用 


第 一 节 ， 蛋白质 分 子 相互 作用 往 述 0 


一 、 亚 单位 的 聚合 与 解 高 


有 些 球 蛋白 分 子 是 由 二 个 或 二 个 以 上 的 相同 或 不 同 的 亚 单位 所 构成 的 聚合 体 。 在 一 定 的 条 
” 件 下 ,这 种 豪 合体 可 以 解 离 而 成 单个 的 亚 单位 , 但 在 另 一 种 条 件 下 , 这 些 亚 单位 又 能 重新 聚合 成 
聚合 体 。 例 如 : 巴 氏 梭 菌 国 氨 酶 钼 铁 蛋 白 分 子 是 由 二 个 相同 的 < 亚 单位 和 二 个 相同 的 . 亚 单 位 
所 构成 的 四 聚 体 。 在 较 低 的 蛋白 浓度 或 PH ,离子 强度 下 ,这 种 四 聚 体 可 以 解 离 成 A A 亚 单位 ， 
但 在 较 高 的 蛋白 浓度 或 PH、 离 子 强 度 下 ,又 能 够 重新 聚合 成 四 聚 体 。 


xp 二 全 ac B=—at+f 


=. DFR 


在 某 些 具有 肆 级 结构 的 蛋白 质 分 子 之 间 ， 一 种 蛋白 质 分 子 的 亚 单位 可 以 与 另 一 种 蛋白 质 分 
子 的 亚 单位 聚合 ,产生 有 活性 的 杂交 分 子 。 这 就 是 所 谓 分子 杂 交 。 例 如 :心肌 乳酸 脱 气 酶 分 子 是 
由 四 个 相同 的 互 亚 单位 所 组 成 的 四 聚 体 (H4) ,骨骼 肌 乳 酸 脱 氨 酶 分 子 是 由 四 个 相同 的 M 亚 单位 
所 组 成 的 四 聚 体 (M4) 。 这 两 种 酶 分 子 的 亚 单位 结构 虽然 不 同 ， 但 是 , 它们 能 够 按照 不 同 的 比例 、 


ALAR, POH A SLR hh a PEM 
不 同 的 杂交 分 子 , 如 图 11-1 所 示 。 
不 论 来 源 如 何 ， 所 有 的 固 气 酶 复 
合 物 都 是 由 铀 铁 蛋 白 和 铁 蛋 白 二 种 组 
分 组 成 的 ,能 够 在 常温 常 压 下 催化 No 
还 原 成 NHs。. 来 自 不 AAA MED 
的 固 气 酶 ， 虽 然 都 能 催化 同一 种 固氮 
反应 ,但 是 ,它们 的 结构 不 完全 相同 。 
现 有 的 实验 表明 ， 棕 色 国 氮 菌 固氮 酶 
钼 铁 蛋 白 分 子 ， 能 够 分 别 与 肺炎 克 氏 
FF lS FADE Pe TF Bal ` 红 螺 菌 等 固氮 酶 


心肌 乳酸 站 
Bie (Hs), , 杂交 分 子 


8 SS H.M2 


H3M 
8 $9 ws 


ys UL FLA 

Fie Ag (Ms) 
图 11-1 ATA ALARA AAD > Fe 28 A 
@: 互 亚 单位 ; O: M 亚 单位 ; x; 杂交 


铁 蛋 白 分 子 聚 合 , 产 生 有 固 氨 活性 的 杂交 固 氛 酶 复合 物 ; 同 样 ,棕色 固氮 菌 固 气 酶 铁 蛋 白 分 子 , 能 
够 分 别 与 上 述 固 氨 菌 的 固氮 酶 钥 铁 蛋 白 分 子 聚 合 , 产 生 有 国 氮 话 性 的 杂交 国 气 酶 复合 物 。 
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2 Ins.— Ins, (四 体 ) 


Ke 
3 Ins.—Ins, 


Ins, + In,=——Ins, (六 体 ) 
nIns—Ins, n>6 (mR) 

上 述 聚 合 反应 与 胰岛 素 的 浓度 密切 相关 。 浓 度 越 大 ， 则 高 聚 体 的 数量 越 多 。 由 单 体形 成 二 
体 的 主要 结合 力 有 : 

(1) Bezk 

在 胰岛 素 单 体 的 表面 上 ,由 了 B 链 上 Val-12,Tyr-16,Phe-24,Phe-25 #1 Tyr-26 的 疏水 侧 链 
形成 了 一 个 疏 水 面 。 然 后 ,由 两 个 单 体 的 疏水 面 结合 成 一 个 中 水 核 (疏水 键 )。 

(2) A 

在 胰岛 素 单 体 中 ，B 链 的 C -末端 肽 段 是 伸展 的 构象 。 在 两 个 胰岛 素 单 体 的 B 链 C -末端 肽 
段 之 间 ,一 方 的 Phe-24 的 N 一 了 和 C 一 0O 基 分 别 与 另 一 方 的 Tyr-26 的 C 一 0 和 N 一 H 基 形成 二 
个 氨 键 ;一 方 的 Tyr-26 的 六 一 下 和 C 一 O 基 分 别 与 另 一 方 的 Phe-24 fy C—O FIN—-HE 形成 二 
个 氨 键 。 结 果 形 成 了 一 个 反 平 行 的 B- 折 和 迭 构 象 。 

蛋 和 白质 亚 单位 或 分 子 的 聚合 有 各 种 方式 ,产生 不 同形 状 的 聚合 体 , 如 : 环 状 , 螺旋 状 , 线 状 、 球 


S 


7.0nm 7.8nm 13 .5 nm 
B Cc D E 


Pa 


Mi 


图 11-2 不 同形 状 的 蛋白 质 聚 合体 


RE, 
1. PRRAK 
ARK .三 聚 体 RA ,五 聚 体 , 等 等 。 聚合 体 呈 环 状 ,有 环 对 称 性 。 例如 :图 ;11-2 Ap 
的 环 状 三 聚 体 有 一 个 三 重 轴 ， 每 个 亚 单位 旋转 360"/3, 可 以 与 下 一 个 亚 单 位 重复 。 
2. 螺旋 京 合体 
育 合 体 呈 螺旋 状 , 有 各 种 形式 。 例 如 ,大肠 杆菌 菌 毛 是 单 股 的 非 整数 螺旋 , 每 圈 含 3 个 亚 


单位 , 亚 单位 分 子 量 为 17000 , 螺 距 2.3 nm, FL% 2.0~2.5 nm (图 11-2 B); 烟草 花 叶 病毒 党 
蛋白 也 是 单 股 的 非 整数 螺旋 ,每 圈 含 16 .3 个 亚 单位 , 亚 单位 分 子 量 17500, WAR 2.5 nm， 螺 旋 长 
BE 300 nm, 约 由 2200 个 亚 单位 组 成 (图 11-2 E); 细菌 次 毛 ( 图 11-2 D) 是 五 股 的 整数 螺旋 , 每 
AS 11 个 亚 单位 , 亚 单位 分 子 量 40000 , 螺 距 2.5 nm ,孔径 6 nm; 肌肉 的 F 型 肌 动 蛋白 是 双 股 螺 
旋 , 每 圈 含 13 个 单 体 , 螺 距 70 nm , 单 体 呈 球状 (图 11-2 C), 

3. 线 状 聚合 体 

聚合 体 呈 线 状 ,例如 棒状 的 血 纤维 蛋白 分 子 按照 末端 对 末端 的 方式 直线 聚合 ,生成 细 长 的 聚 


4. 球状 聚 合体 
聚合 体 是 空心 的 球体 。 小 球 病 毒 的 蛋白 党 体 是 空心 的 球体 ,在 电镜 下 可 以 看 出 , 它 是 由 许多 
相同 的 结构 单位 ( 叫 壳 微 体 ) 聚 合 而 成 的 。 这 壳 微 体 是 否 就 是 亚 单位 ,尚未 肯定 。 图 11-3 BSH 
黄花 呈 病 毒 (TYMV) 壳 体 的 结构 模型 。 
分 子 或 亚 单位 之 间 的 聚合 不 是 任意 的 ,其 聚合 部 位 必须 能 相 骨 互 补 。 有 时 ,为 了 满足 相 骨 互 
a 


jj 


ea 


11-3 TYMV 壳 体 的 结构 模型 图 11-4 分子 之 间 的 相 骨 互补 示意 图 
病毒 壳 体 含有 32 个 相同 的 球状 壳 微 体 ,每 个 壳 A: 由 于 在 分 子 的 中 心 不 能 相 骨 互 补 , 结 果 二 分子 不 
微 体 的 直径 是 7 一 9 训 微 米 。 能 聚合 成 二 聚 体 ， B :一 分 子 少许 改变 构象 ,结果 能 与 


另 一 个 分 子 相 嵌 互 补 , 生 成 二 聚 体 。 
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补 , 还 要 引起 某 种 程度 的 构象 变化 ,如 图 11-4 所 示 。 

到 目前 为 止 ， 已 知 有 些 蛋白 质 分 子 的 聚合 是 与 生物 功能 有 关 的 。 例如 : 肌 动 蛋白 分 子 的 聚 
合 与 肌肉 收缩 有 关 ; 血 纤维 蛋白 分 子 的 聚合 与 血液 凝固 有 关 ; 在 胰岛 中 以 六 聚 体形 式 存 在 的 胰岛 
素 , 可 能 是 为 了 防止 蛋白 质 水 解 酶 对 它 的 水 解 作 用 ;乙酰 辅酶 A 羧 化 酶 的 纤维 状 聚 合体 一 旦 解 离 
成 单 体 (分 子 量 为 410000, 由 几 个 亚 单位 组 成 ) ,就 到 失 了 酶 活性 。 

四 、 分 子 识别 

在 不 同 的 生物 大 分 子 之 间 , 普 遍 存 在 着 一 种 专 一 性 结合 现象 。 例 如 : 某 抗 体 只 能 与 诱导 该 抗 
体 产 生 的 那 种 抗原 相 结合 ;胰岛 素 与 胰岛 素 受 体 ( 一 种 糖 蛋白 ) 专 一 结合 ;凝血 酶 与 睾 纤维 蛋白 原 
专 一 结合 ,等 等 。 生 物 大 分 子 之 间 的 这 种 专 一 性 结合 ,就 是 所 谓 分 子 识 别 。 分 子 识 别 是 通过 两 种 
蛋白 质 分 子 各 自 的 结合 部 位 来 实现 的 。 要 实现 分 子 识别 ,就 必须 具备 下 列 两 个 条 件 ， 

(1) 在 两 种 蛋白 质 分 子 的 结合 部 位 之 间 ,其 结合 部 位 的 微 区 构象 要 能 够 相 骨 互 补 ; 

(2) 两 个 结合 部 位 各 有 化 学 基 团 ,能 使 两 种 蛋白 质 分 子 结合 起 来 。 

当 这 两 个 条 件 都 具备 时 ,两 种 蛋白 质 分 子 便 能 专 一 结合 。 

五 、 自 装配 

近年 来 ,一些 实验 表明 ,烟草 花 叶 病毒 和 某 些 细胞 器 (如 : 核 蛋 白 体 .线粒体 ANE) 在 拆 
散 成 和 蛋白质、 核酸 等 组 分 之 后 ,在 特定 的 条 件 下 ,又 能 自 动 装配 成 具有 原 有 功能 的 烟草 花 叶 病毒 
和 细胞 器 碎片 。 这 就 是 所 谓 自 装 配 。 

自 装配 的 实质 就 是 生物 大 分 子 的 相互 作用 , 是 一 种 特殊 的 聚合 现象 。 被 拆散 的 各 种 生物 大 
分 子 之 所 以 又 能 重新 装配 起 来 ,其 物质 基础 ,就 是 生物 大 分 子 之 间 的 分 子 识 别 。 

六 、 多 酶 复合 物 

在 一 个 代谢 途径 中 ,有 许多 彼此 偶 联 并 按照 一 定 顺 序 进 行 的 化 学 反应 。 不同 的 化 学 反应 是 
由 不 同 的 酶 所 催化 的 。 为 了 使 这 些 反 应 能 够 更 有 效 的 偶 联 , 催 化 这 些 反 应 的 许多 酶 ,可 以 按照 一 
定 的 排 布 方式 构成 多 酶 复合 物 。 丙 酮 酸 脱 氨 酶 复合 物 就 是 其 中 的 一 例 。 

丙酮 酸 氧化 脱羧 ,生成 1 COL. 分 子 乙 酰 辅 酶 A 和 1 分子 NADH2。 


O 
Il f 
CH;COCOOH + CoASH + NAD —> CH; C ~SCoA + CO, + NADH, 


这 个 总 反应 包含 了 彼此 偶 联 并 按照 一 定 顺 序 进 行 的 三 个 化 学 反应 。 第 一 个 反应 是 丙酮 酸 脱 
羧 , 由 丙酮 酸 脱 羧 酶 催化 ;与 第 一 个 反应 相 偶 联 的 第 二 个 反应 是 转移 乙酰 基 , 由 二 氢 硫 辛酸 乙酰 
转移 酶 催化 ;与 第 二 个 反应 相 偶 联 的 第 三 个 反应 是 脱 氢 ,由 二 氢 硫 辛酸 脱 氢 酶 催化 ,如 图 11-5 所 
示 。 

在 机 体 中 ,这 三 种 酶 是 以 丙酮 酸 脱 气 酶 复合 物 的 形式 存在 的 。 

大 肠 杆菌 丙酮 酸 脱 气 酶 复合 物 的 分 子 量 大 约 为 400 万 。 其 中 丙酮 酸 脱氧 酶 含有 24 个 亚 
单位 ,每 二 个 亚 单位 构成 一 个 二 聚 体 (分子量 为 192000), 共 12 FORA; 二 氢 硫 辛酸 乙酰 转移 
酶 亦 含 有 24 个 亚 单位 , 亚 单位 的 分 子 量 为 70000; 二 和 氢 硫 辛酸 脱 氨 酶 含有 12 个 亚 单位 ,每 二 个 
亚 单位 构成 一 个 二 聚 体 (分 子 量 为 112000), 共 六 个 二 聚 体 。 在 多 酶 复合 物 中 , 这 三 种 酶 分 子 是 
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CH;COCOOH: TPP 


CoASH 


11-5 ”丙酮 酸 氧化 脱羧 反应 


图 11-6 AMMAR ADAH 


如 何 排 布 的 ? 根据 电镜 研究 结果 ,有 人 提出 图 11-6 所 示 的 模型 。 

由 该 图 可 知 ,二 氢 硫 辛酸 乙酰 转移 酶 的 24 个 亚 单位 聚合 而 成 立方 体 , 作 为 复合 物 的 核心 ; 丙 
酮 酸 脱 受 酶 的 十 二 个 二 聚 体 分 布 在 立方 体 的 每 个 边缘 上 ;而 二 氢 硫 辛酸 脱 氢 酶 的 六 个 二 聚 体 位 
于 立方 体 的 每 个 平面 上 。 该 模型 还 有 待 于 进一步 检验 与 修正 。 

七 、 非 酶 蛋白 改变 寡 聚 酶 的 专 一 性 

乳 粳 合成 酶 是 由 蛋白 A 和 和 蛋 日 了 B A AYA TE CALPE A RY 


UDP- 2 81 e+ MERE aL + UDP (11-1) 
该 酶 易 分 离 成 蛋白 tet ;二 者 单独 均 不 能 催化 上 述 反 应 (1) ,然而 ,蛋白 A 可 以 催化 下 
列 反应 ， 


UDP- 半 乳糖 + N- 乙酰 基 葡 萄 糖 胺 所 全 SN 乙酰 基 半 乳糖 胺 十 UDP (11-2) 

在 蛋白 B 的 作用 之 下 ,蛋白 A 不 能 催化 反应 (2) ,但 能 催化 反应 (1) 。 

蛋白 B 是 一 种 c- 乳 清 蛋白 ,本 身 无 催化 功能 ,但 是 , 当 它 与 蛋白 A 相 结合 时 , 可 以 改变 蛋白 
A 的 底 物 专 一 性 。 

八 、 双 功能 寡 聚 酶 

色 毛 酸 合成 酶 是 由 二 分 子 蛋白 A 和 一 分 子 蛋白 B 所 构成 的 。 蛋白 A 的 分 子 量 为 29500， & 
一 个 c- 亚 单位 ;蛋白 B 的 分 子 量 为 90000, 含 有 二 个 B- 亚 单位 。 蛋 白 A 和 蛋白 B 有 不 同 的 催化 
功能 ,可 以 分 别 催化 下 列 反 应 ， 


吕 唆 甘油 磷酸 二 全 Se + HEE 3 BERR ， (11-3) 
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AB 
WME + L -22 9. —> L-fA Am (11-4) 


当 蛋 白 A 和 和 蛋白 B 结 合 而 成 色 氨 酸 合成 梅 时 ,可 以 催化 下 列 反应 ， 


色 氮 酸 合成 酶 


一 > 工 - 色 所 酸 十 甘油 醋 -3= 磷 酸 (11-5) 


Mg) EY TARAS + L -22 2A AR 
反应 (5) 是 反应 (3) 和 反应 (4) 偶 联 的 总 反应 。 
通过 蛋白 A 和 蛋白 B 的 相互 作用 ,不 仅 可 以 使 反应 (3) 与 反应 (4) 紧密 地 偶 联 起 来 ,而 且 还 可 
以 使 每 个 蛋白 的 酶 活性 提高 30 一 100 倍 , 有 趣 的 是 中 间 产 物 一 一 李 只 ， 并 不 从 酶 复合 物 中 释放 出 
来 。 


第 二 节 “肌肉 收缩 的 分 子 机 理 b4sm 


肌肉 是 动物 机 体 执行 各 种 机 械 运动 (例如 : 四 肢 运动 .心脏 跳动 、 肠胃 蠕动 , 等 等 ) 的 重要 组 
组 ,是 一 种 效力 极 高 的 能 量 转 换 器 ,能 直接 将 化 学 能 转变 成 机 械 能 。 肌 肉 运 动 的 基本 方式 是 收缩 
与 舒张 交替 进行 。 肌 肉 收缩 所 需要 的 能 量 来 源 征 AIP。 近 年 来 ,有 关 肌 肉 收缩 的 分 子 机 理 已 初 
ZF ld BH 

一 、 肌 原 纤维 的 结构 

肌肉 是 由 许多 肌 细胞 组 成 的 。 肌 细 胞 中 含有 肌纤维 (图 11-7), WL 纤维 是 由 许多 肌 原 纤维 
组 成 的 。 肌 原 纤维 是 骨骼 肌 收 缩 的 基本 结构 单位 。 

在 光学 显微镜 下 ,可 以 看 见 , 每 根 肌 原 纤维 
由 几 百 条 较 宽 的 上 暗 带 〈 叫 A 带 ) 和 较 窗 的 明 带 
〈 叫 工 带 ) 交 替 组 成 。 每 段 工 带 都 被 一 薄 的 乙 盘 
(Ze) 所 平分 ;而 在 A 带 的 中 央 也 有 一 薄 的 中 


M 线 ZK 核 “” 肌 细胞 腊 


肌 
2 膜 , 称 忆 为 M 线 。M 线 的 两 边 还 有 狭 宗 的 明 带 ， 


PLANK, BAZAAR, MMA. 
肌 节 是 基本 的 收缩 单位 。 哺 乳 动物 的 肌 节 ， 静 
息 时 ,其 长 度 为 2 一 3 微米 ,最 大 收缩 时 ,可 缩短 
到 1.5 微米 。Z 盘 与 肌 细胞 膜 相连 ,可 以 将 许多 
肌 原 纤维 固定 在 一 起 , 并 保持 各 条 肌 原 纤维 中 
的 明 带 与 明 带 并 列 、. 暗 带 与 暗 带 并 列 ,从 而 形成 明暗 交替 的 横 纹 。 

肌 原 纤维 是 由 粗 丝 与 细 丝 组 成 的 。 粗 丝 的 直径 约 120 一 160A, 长 约 1.5 微米 ; MAME 
约 80A ,长 约 1.0 微米 。 在 A 带 的 也 区 ,只 有 粗 丝 , 粗 丝 按照 六 角形 排 布 。 在 工 带 ， 只 有 强 比 , 细 
丝 亦 按照 六 角形 排 布 。 在 了 区 以 外 的 A 带 , 既 有 粗 丝 又 有 细 丝 ， 粗 丝 与 细 世 相间 排列 , 形成 有 规 
则 的 双 层 六 角形 。 由 此 可 见 ,在 肌 节 中 , 粗 丝 横贯 整个 暗 带 ,而 细 丝 则 由 己 线 起 , 经 过 工 带 , 进入 
A 4 fy — Mar (A 11-8)。 

粗 丝 与 细 丝 均 由 蛋白 质 组 成 ,但 所 含 蛋白 质 的 结构 不 同 , 故 具 有 不 同 的 折光 性 质 。 粗 丝 基 有 
双 折 射 现象 , 故 显 示 障 带 ; 细 丝 没有 双 折 射 现象 , 故 显 示 明 带 。 
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图 11=7， 肌 细胞 模式 图 


肌 原 纤维 
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Fl 11-8 肌 原 纤维 结构 示意 图 
Fe} i 休息 位 置 ， 充 分 收编 
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图 11-9 肌肉 收缩 时 肌 池 的 变化 及 粗 丝 与 细 丝 的 相对 位 置 
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肌肉 在 极度 收缩 时 ,其 肌 节 长 度 比 一 般 休 息 时 的 长 度 缩 短 20 一 25% , 而 被 动 拉 长 时 ,， 则 为 休 
BRAM 120% 。 但 是 ,无 论 收缩 还 是 拉 长 ,A 带 的 长 度 不 变 , 只 是 1 HAMA RAKE RZ BIE. 
这 就 是 说 ,肌肉 收缩 时 , 肌 原 纤维 的 粗 丝 和 细 丝 的 长 度 都 没有 改变 ,但 是 , 它们 作 了 相对 请 动 , 如 
图 11-9 所 示 。 粗 丝 和 细 丝 为 什么 能 相对 请 动 ? 它们 是 怎样 相对 滑动 的 ? 这 些 问 题 现在 还 没有 
完全 午 清 。 要 知道 粗 丝 与 细 丝 相对 滑动 的 秘密 ,必须 首先 弄 清 粗 丝 与 细 丝 的 结构 及 其 相互 关系 。 

二 、 粗 丝 结构 

粗 丝 主要 由 肌 球 蛋白 组 成 。 肌 球 蛋白 的 分 子 量 约 480,000， 有 两 个 椭圆 形 的 头 部 和 一 条 细 
长 的 尾部 (图 11-10), 整个 分 子 的 长 度 约 1600 A。 该 分 子 由 两 条 重 链 (又 叫 再 链 , 分 子 量 约 
200,000) 和 四 条 轻 链 (又 叫 工 链 ) 组 成 。 在 四 条 轻 链 中 , 有 二 条 L 链 是 相同 的 , 其 分 子 量 为 
18000; 而 L; 链 和 Ls 链 是 不 同 的 , 其 分 子 量 分 别 为 16000 和 25000。 二 条 重 链 的 大 部 分 构成 双 
股 zc- 螺旋, 作为 肌 球 蛋白 分 子 的 尾部 ,其 余部 分 分 别 与 Li、Lz 和 >、Ls 构成 肌 球 蛋白 分 子 的 两 
个 头 部 (图 11-10)。 


两 条 多 肽 
链 呈 <“ 螺 > 肌 球 蛋白 
| 旋 形 缠绕 | 的 尾部 


图 11-10 肌 球 蛋白 分 子 结构 简 图 
左 : 表 示 头 部 与 尾部 “ 右 : 表 示 四 条 轻 链 与 二 条 重 链 的 关系 

肌 球 蛋白 分 子 是 怎样 聚合 而 成 粗 丝 的 ? 现在 一 般 认 为 ， 肌 球 蛋 白 分 子 是 尾部 对 尾部 地 反 疝 
排列 的 ,然后 , 边 对 边 地 平行 聚合 成 一 束 粗 丝 。 分 子 的 头 部 朝向 两 端 ,并 露出 粗 丝 的 表面 (图 11- 
11). 

肌 球 蛋白 分 子 的 每 个 头 部 有 下 列 二 种 功能 ， 

(1) 有 一 个 肌 动 蛋白 结合 部 位 ,可 以 与 一 个 肌 动 蛋白 分 子 结合 成 肌 动 球 蛋白 ,其 结合 力 可 能 
是 静电 引力 和 和 氢 键 (图 11-12)。 
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(2) 有 一 个 ATP 酶 活性 部 位 , 可 以 结合 ATP, 并 催化 ATP 水 解 反 应 。 水 解 反应 所 释放 的 
能 量 用 于 肌肉 收缩 。 


肌 动 蛋白 
1 单 体 
Be ol 
1) 伏天 人 全 到 
( 人 CE 0 原 肌 球 蛋白 
肌 原 蛋白 
图 11-11 肌 球 蛋白 分 子 聚 合 示 意图 图 11-12 ， 肌 球 蛋白 与 肌 动 蛋白 结合 示意 图 
(为 了 看 得 清楚 ， 特 意 夸 大 了 肌 球 
蛋白 头 部 ) 
三 、 细 丝 结构 


组 成 细 丝 的 蛋白 质 主要 有 肌 动 蛋白 , 原 肌 球 蛋白 和 肌 原 蛋白 。 其 含量 之 比 约 为 7:1:1。 

1. 肌 动 蛋白 

肌 动 蛋白 是 细 丝 的 主要 成 分 。 其 分 子 量 为 42000， 由 一 条 多 肽 链 组 成 ,是 球状 分 子 。 肌 动 蛋 
白 有 球 型 (G 型 ) 和 纤维 型 (F 型 ) 两 种 。 球 型 为 分 子 量 42000 的 单 体 , 在 生理 条 件 下 , 可 以 聚合 而 
成 纤维 型 多 聚 体 。 此 多 聚 体 是 双 股 螺旋 ( 11-2 c 和 图 11-13), 


11-13 ZH 


肌 动 蛋白 有 下 列 二 种 功能 ， 

(1) 在 球 型 单 体 的 表面 , 有 肌 球 蛋白 结合 部 位 ,可 以 与 肌 球 蛋白 分 子 的 头 部 结合 而 成 肌 动 球 
EA; 

(2) 纤维 型 肌 动 蛋白 可 以 提高 肌 球 蛋白 头 部 的 ATP BBE TE, 

2. 原 肌 球 蛋 白 

原 肌 球 蛋白 是 由 两 条 多 肽 链 构成 的 双 螺旋 分 子 , 分 子 量 为 70, 000， 分 子 BHR, HAY 
20 A, 长 度 约 490A, 相当 于 七 个 球 型 肌 动 蛋白 单 体 的 长 度 。 原 肌 球 蛋白 分 子 头 尾 相连 ,排列 成 
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串 , 藏 在 纤维 型 肌 动 蛋白 双 股 螺旋 的 沟 中 (图 11-13)。 它们 在 沟 中 可 以 移动 位 置 ,但 仅 与 两 条 纤 
维 型 肌 动 蛋白 中 的 一 条 相 接触 。 每 分 子 原 肌 球 和 蛋白 可 以 遮蔽 : +a ae a 
“结合 部 位 ,以 阻止 肌 球 蛋 白 与 肌 动 和 看 白 的 结合 。 因此 , 在 肌肉 收缩 中 , 它 是 一 个 重要 的 调节 蛋白 。 

3. WLR A (Tn) 

肌 原 蛋白 分 子 包含 下 列 三 种 亚 单位 : 

(1) 原 肌 球 蛋白 结合 亚 单位 ( 肌 原 蛋白 -T, 或 Tn-T), 其 分 子 量 为 37000, 可 与 原 肌 球 蛋 白 分 
子 结合 ; 

(2) 抑制 亚 单位 ( 肌 原 蛋白 -LI, 或 Tn-I) ,其 分 子 量 为 24000, 可 以 与 肌 动 蛋白 结合 ,以 阻止 肌 
动 蛋白 与 肌 球 蛋白 相互 作用 ,同时 ,还 能 抑制 肌 球 蛋白 的 ATP 酶 活性 ; 

(3) 钙 结 合 亚 单位 ( 肌 原 蛋白 -C ,或 Tn-C), 其 分 子 量 为 18000, 由 158 个 氨基 酸 组 成 其 中 
Glu 和 Asp 残 基 约 占 1/3, 因 而 负电 性 较 强 ,可 以 与 Ca 结合 ,是 钙 受 体 蛋 白 。 

由 此 可 见 , 每 分 子 肌 原 蛋 白 有 两 个 不 同 的 结合 部 位 。 其 中 ,一 个 部 位 与 一 分 子 原 肌 球 蛋白 结 
合 ; 另 一 个 部 位 与 一 分 子 肌 动 蛋白 单 体 结合 (图 11-14 A)。 它 也 是 肌肉 收缩 的 调节 蛋白 。 


NER EA 
A B 
图 11-14 A. WAZ BEA, B， 原 肌 球 蛋白 对 于 肌 球 蛋白 头 部 与 肌 
肌 原 蛋白 三 个 亚 单位 与 原 肌 球 蛋 白 之 问 的 排 动 蛋白 结合 的 作用 。 虚 线 圆圈 表示 肌肉 
Ap ke Ca” 的 作用 松弛 时 原 册 球 蛋白 的 位 置 ; 三 角形 虚线 
表示 肌肉 收缩 时 原 肌 球 蛋白 的 位 置 。 


四 、 肌 肉 收缩 的 分 子 机 理 

实验 表明 ,没有 肌 球 蛋白 和 肌 动 蛋白 ,就 没有 肌肉 收缩 。 因 此 , 肌 球 蛋白 和 肌 动 蛋白 及 其 相 
互 作用 是 肌肉 收缩 的 核心 。 原 肌 球 蛋白 和 肌 原 蛋白 本 身 并 不 参与 肌肉 收缩 ， 但 是 它 伯 参与 了 对 
肌肉 收缩 的 调节 。Ca” 也 是 肌肉 收缩 的 生理 调节 者 。 它 是 通过 下 列 途径 控制 肌肉 收缩 的 ， 

ca” 一 > 肌 原 蛋 白 一 > 原 肌 球 蛋 白 一 > 肌 动 蛋白 一 > 肌 球 蛋白 

在 较 高 的 Ca 离子 浓度 下 ,Ca”… 能 够 与 肌 原 蛋白 的 钙 离 子 结合 亚 单位 相 结合 ,引起 其 构象 变 
化 。 这 种 构象 变化 经 AN 使 肌 动 蛋白 与 肌 球 蛋白 结合 ,从 而 引起 .AIF 
7k i? FOL Al We 4 

24 VLG ab ie ak CAPR AR ASI, FEM PY tty Ca?’ Ye RERMIR(<10-™M), TnC 不 与 Ca” 结 
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合 , 则 TnC 与 TInI、TnT ZF Ath peak. 此 时 5 ToT SRL ERA ARSE. EULER AG Se 
盖 症 肌 动 蛋白 与 肌 球 蛋白 的 结合 部 位 ， 从 而 阻止 了 肌 动 蛋白 与 肌 球 蛋白 的 结合 ; 同时 ,TnT 与 肌 
动 蛋白 紧密 结合 ,从 而 阻止 肌 动 蛋白 与 肌 球 蛋 白 的 相互 作用 ,并 抑制 肌 球 蛋 白 的 ATP 酶 活性 。 因 
此 ,肌肉 处 于 舒张 状态 。 

由 此 可 见 ， 要 使 肌肉 收缩 ， 就 必须 解除 肌 原 蛋白 和 原 肌 球 蛋白 对 肌 动 球 蛋 白 形成 的 抑 制 作 
FA, 同时 ,还 要 大 大 提高 肌 球 蛋白 的 AITP 酶 活性 。 要 实 现 这 两 个 条 件 , 就 必须 增加 肌 细 胞 胞 液 内 
的 Ca?* 浓度 。 

当 胞 液 内 的 Ca 六 浓度 增加 到 ,107 一 10-5M 时 ,Ca 便 与 TnC 结合 。 结合 后 ，TnC 的 构象 
发 生变 化 ,从 而 增强 了 TnC 5Tal,TaT 之 间 的 结合 办 ,使 三 者 紧密 结合 BRAT Tn-1 SH 
动 蛋 和 白 的 结合 力 , 使 肌 动 蛋白 与 Tn-I 脱离 接 触 ,而 变 成 启动 状态 (图 11-14A 右 )。 一 个 肌 动 蛋 
白 单 体 一 旦 被 启动 之 后 , 与 它 连接 的 原 肌 球 蛋白 使 其 祭 坟 个 肌 动 蛋白 单 体 都 变 成 启动 状态 ; 
与 此 同时 ,TnT 使 原 肌 球 和 蛋白 移 位 到 肌 动 蛋白 双 股 凋 旋 沟 的 次 处 ， 从 而 排除 了 肌 动 蛋白 与 肌 BR 
蛋白 相 结合 的 障碍 ,于 是 , 肌 动 蛋白 便 与 肌 球 蛋白 的 头 部 相 结合 ,产生 具有 横 桥 的 肌 动 球 蛋白 (图 
11-12, 图 11-14B)。 在 肌 动 球 蛋白 中 , 肌 动 秋 白 使 肌 球 蛋白 的 ATP 酶 活性 大 大 浊 高 。 于 是 , 肌 
球 蛋白 催化 ATP 水 解 反应 。 

H,0 +ATP A, ADP Ri 二 7300 卡 / 克 分 子 
ATP 水 解 所 释放 的 能 量 人 迫使 横 桥 改变 角度 ,于 是 * 细 丝 沿 粗 丝 滑行 。 也 就 是 说 ,肌肉 发 生 收 


缩 。 

当 胞 液 内 Ca 浓度 降低 (<107M) 时 ，Ca” 与 Tn-C 分 离 ,Tn-I 又 与 肌 动 蛋白 结合 ,从 而 
使 肌 动 蛋白 恢复 静止 状态 ,同时 , 原 肌 球 蛋白 亦 恢 复原 来 的 位 置 , 从 而 使 肌 动 蛋白 与 肌 球 蛋白 不 
能 结合 ,肌肉 即 转 为 舒张 状态 。 


< S= mie RAS Fee”? 


血液 在 人 与 动物 的 正常 的 心血 管 中 是 不 凝固 的 。 但 是 ， 当 血管 损伤 而 血液 与 创伤 组 织 接触 
时 ,或 者 抽出 的 血液 接触 玻璃 器 亚 时 ,血液 即 迅 速 凝 固 。 血 凝 块 封闭 伤 口 , 以 阻止 继续 出 血 。 这 
是 人 与 动物 自我 保护 的 一 种 机 能 。 

一 、 凝 血 因子 

血液 凝固 是 由 许多 因素 参加 的 化 学 连锁 反应 。 其 结果 是 , 使 溶胶 状态 的 血 纤 维 蛋白 原 变 成 
了 雍 胶 状态 的 血 纤维 蛋白 。 参 加 血液 凝固 的 这 些 因素 ,统称 为 凝血 因子 。 一 个 世纪 前 ,人 们 就 已 
经 知道 ,血液 中 含有 雍 血 酶 原 和 血 纤维 蛋白 原 。 以 后 , 随 着 蛋白 质 分 离 提纯 技术 的 发 展 , BTA KE 
血 因 子 不 断 被 发 现 , 不 同 的 研究 者 常常 给 同一 个 凝血 因子 以 不 同 的 名 称 , 造成 不 必要 的 混乱 。 
1959 年 ,国际 命名 委员 会 根据 凝血 因子 发 现 的 先后 次 序 , 统 一 用 罗马 数字 命名 ,以 避免 人 为 的 混 
乱 。 现 将 各 种 凝血 因子 列 于 表 11-1 中 。 

二 、 血 液 凝 固 的 分 子 机 理 

血液 凝固 有 两 条 不 同 的 途径 。 一 条 是 内 源 性 途径 ; 另 一 条 是 外 源 性 途径 。 这 两 条 途径 现在 
已 大 体 上 和 措 清楚 了 ,如 图 11-15 Aras. 


° 273° 


表 1{1t-{ 凝血 因子 的 命名 及 其 部 分 特性 


凝血 肽 链 种 类 与 
aq Ak 4 owsm | or Fm 数 目 


血 纤 维 蛋 白 原 肝 340,000 az 有 272 4 一 5 | 200 一 400 
(A, 4F) 


血 纤维 蛋白 


| 


Lo 凝血 酶 原 肝 720,000( A) 1 8.2 (人 ) | 10-15 | 凝血 酶 | 蛋白 酶 
680,000(4-) 

亚 | 组 织 因子 ,组 织 凝 血 激酶 | 各 种 组 织 | 330,000( 牛 ) 辅 因 子 

220,000 

W 人 Ca 法 辅 因子 

VO! 前 加 速 素 肝 29 万 一 40 万 11 一 18 5 一 10 辅 因子 

YI 血清 凝血 酶 原 转 变 加 速 素 63,000( 人 ) 1 9.1 0.4 一 0.7 蛋白 酶 

(SPCA) 

Va 抗 血 友 病 因子 肝 为 主 |110 万 (人 ，, 牛 )| 6( 相 似 ) 16( 人 )9( 午 让 15 一 20 辅 因子 

区 抗 血 友 病 因子 B 肝 57,000(A) 1 20.3 3—5 & A 酶 
55,400(4F) 

xX Stuart 因子 it 55,000/A,4F)) 2 (不 同 ) 10 5 一 10 蛋白 酶 

x1 stn Re OE st i He Bk DR if? 16 万 (人 ， 牛 ) 2 12 0.5 一 0.9 蛋白 酶 

bi 接触 因子 网 状 内 皮 9 万 (人 ) 1 15 0.1—0.5 蛋白 S 
系统 ? 89,000(44) 

pA 血 纤 维 蛋白 稳定 因子 肝 ? 血 小 板 ? | 32 万 ( 血 奖 ) a,b, 5 1—2 形成 桥 键 

激 肽 释放 酶 原 @) 肝 107,000( 人 ) 1 10 1 一 2 & AS 
90,000(4F) 


高 分 子 量 激 肽 原 @ 76,000 


OQ 因子 区 为 因子 立 的 衍生 物 ， 属 同一 因子 。@@ ”发现 较 晚 , 尚 未 用 罗马 数字 统一 命名 。 


内 源 性 途径 与 外 源 性 途径 之 间 的 区 别 ,就 在 于 ,对 因子 X 激 活 的 途径 不 同 ， 
(一 ) 内 源 性 途径 ， 
当心 血管 内 膜 受 损 (如 :动脉 强 样 硬化 、 心 内 膜 炎 、 血栓 性 静脉 炎 等 )， 或 血液 抽出 体外 而 接 
触 异 物 (如 : 致 璃 ,陶土 棉纱, 等) 表面 时 , 血液 医 固 便 按照 内 源 性 途径 进行 。 导致 因子 X 激 活 的 
途径 是 ， 
(1) 表面 (高 分 子 量 激 肽 原 、 玻 璃 等 
(2) 激 肽 释放 本 
(3) AFM, 
(4) in FS a 
K+ Ml-——> A, 
BX BM, 
Bt K AFI, 
be 


Alf X———> AX, 
由 此 可 见 ,参加 内 源 性 凝血 途径 的 ,只 是 血浆 的 各 种 凝血 因子 。 
(=) 外 源 性 途径 ， 
当 机 体 组 织 受 损 而 释放 组 织 因 子 时 , 血液 凝固 便 按 照 外 源 性 途径 进行 。 导致 因子 X 激 活 的 
途径 是 : 
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1、 表 面 (高 分 子 量 激 肽 原 、 激 肽 释放 酶 原 ) 
2。 激 肽 释放 酶 
3， 因 子 X Ia Pig 8 hp ote 本 


4。 血 纤维 蛋白 溶 酶 | 
| 
1 


AFXI WX I, +————q . 


figs fl ll 
| 激 肽 释 Cj 
因子 XI a 放 栈 原 


Ca?* 
Gt Bie 
F ais Se ee =) 
+? 7 
Ca 磷脂 i} 
Atw BFW 全 
1 
因 于 区 。- El - Ca? ~ weg i 
SAF \|-..—--- 一 了 a 
DET AEX, Ue KeAE Se 
Ca aup Seo ae 
“tt 
Ca?* BEAR 
AFV’ FV 


[5 因 于 Xa- ATV’ -Ca?* - AE) 


ey aes 
(OR 
血 纤维 蛋白 原 area 


Ca**) AFXM, AFXO 
血 纤 维 蛋 白 ( 交 联 ) 


san 和 


图 11-15 在 哺乳 动物 血浆 中 血液 凝固 的 推测 性 机 理 
CE] 因子 V" 即 因子 V， 


te i, gums ak 

”由 此 可 见 , 参 加 外 源 性 凝血 途径 的 ,不 仅 有 血浆 的 凝血 因子 ,而 且 还 有 组 织 因 子 。 

“内 源 性 途径 与 外 源 性 途径 的 共同 点 是 ,从 因子 又 , 到 甩 不 溶 的 血 纤维 蛋白 多 聚 体 ， 二 者 具有 
完全 相同 的 反应 步骤 。 

根据 内 源 性 凝血 过 程 各 反应 的 特点 ， dreds up baneacsetartincey En 这 就 是 :接触 活化 阶 
段 ; 磷 脂 胶 粒 反 应 阶段 * 凝 胶 生 成 阶段 。 

1. 接触 活化 阶段 


i ei 


全 
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(一 ) 因子 允 的 激活 

内 源 性 凝血 的 触发 ， 是 从 因子 鸡 激活 开始 的 。 实 验证 明 , 玻璃 、 棉 纱 、 陶 土 ， Re AE 
电荷 的 物质 都 可 以 激活 因子 双 。 如 果 将 这 些 物 质 表面 的 负电 荷 中 和 或 转变 成 正 电 荷 , 则 其 激活 
作用 丧失 。 在 体内 ,由 于 血管 内 皮 损 伤 而 暴露 出 来 的 胶原 纤维 , 是 富 含 GIu 和 Asp 的 带 负 电荷 
的 蛋白 质 。 它 也 可 以 激活 因子 允 。 体 内 实验 表明 , 如 果 把 其 Glu 和 Asp 的 侧 链 羧基 酯 化 , 则 胶 
原 纤维 对 因子 驱 基 本 上 没有 激活 作用 。 此 外 ， 因子 科 ， 激 肽 释放 酶 \ 高 分 子 量 激 肽 原 、 血 纤维 蛋 
白 溶 酶 \ 以 及 胰 酶 等 ,也 能 激活 因子 允 。 


胶原 纤维 

玻璃 .棉纱 
FA XI 

BFE ic 
高 分 子 量 激 肽 原 
nee 23 4 ia Be 
We iat 


+ Xl —————> A ¥ 


人 .后 的 因子 对 是 具有 一 条 多 肽 链 的 糖 蛋白 。 在 激活 前 后 ,没有 发 现 其 分 子 量 的 变化 。 上述 

各 种 因子 是 如 何 将 无 活性 的 因子 间 激 活 成 有 活性 的 因子 并 , 的? 这 个 问题 现在 尚未 解决 。 
FMT. ACE EA a 
(Se) SM RRR > CUA n+ A 


M.W.100,000 W 11,000 
无 活性 as 


HACE BC Bek HC AFT FM, BAT PEAS LN EI HE DA AT 
(=) BF Xe 
PAF Nl. x — PR A ic PP AY DA cE 19 A FX A THEY A ML 


Al XI. 


Al f- XI See Al -¥- XI. 
160,000 160,000 
493 lem 硫 桥 相连 
的 二 条 肽 链 ) 
经 琉 基 乙 醇 还 原 后 , 作 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 访 ， 因 子 区 的 分 子 量 为 160,000, 但 是 , AX. 


被 分 离 成 分 子 量 为 80,000 50,000 和 30,000 的 三 种 肽 段 。 由 此 可 见 ,因子 Ml, OP XT EAT 
肽 键 裂解 ,但 是 ,裂解 的 肽 链 部 位 ,现在 尚未 和 弄 清 。 

2. 磷脂 胶 粒 反应 阶段 

因子 工 , 生 成 以 后 ,直到 凝血 酶 生成 为 止 , 这 一 系列 的 反应 均 在 血小板 磷脂 胶 粒 表面 止 进行 
故 称 此 阶段 为 磷脂 胶 粒 反应 阶段 。 血 小 板 磷 脂 胶 粒 ,实际 上 用 是 血小板 膜 上 的 脂 蛋 白 。 当 血 小 
板 发 生 粘着 、 聚 集 后 , 其 脂 蛋 白 颗粒 便 成 为 这 一 凝血 阶段 的 反应 场所 。 由 于 大 量 的 因子 到 、、 骨 、 
X\V、I 集 中 于 磷脂 胶 粒 表面 ; 故 反 应 速度 大 大 提高 。 

(—) 因子 IX 的 激活 

因子 XL. 是 一 种 蛋白 水 解 酶 ,在 Ca?” 存在 下 ,能 将 无 活性 的 因子 开 激 活 成 有 活性 的 因子 


(AE) AA XL 


Bat KF IK, + BK BR 
(55,400, (46,500, (9,000) 
一 条 肽 链 ) 有 活 

= KEE) 


i@ 1974 46 Fujikawa 等 人 揭示 ,因子 XM. 对 因子 区 的 激活 ,分 两 步 进行 。 第 一 步 ， 从 因子 芭 
BA BEI N- 末 端 区 段 裂 解 一 个 肽 链 (Arg-Ala), 产生 一 个 无 活性 中 间 产 物 。 Boh a= ty FB 
与 因子 区 的 分 子 量 相同 ,但 是 , 它 不 再 是 一 条 肽 链 了 , 而 是 由 一 条 轻 链 (分 子 量 16,600) 和 一 条 重 
链 (分 子 量 38,800) 借 一 个 二 硫 桥 连接 而 成 的 蛋白 质 分 子 。 第 二 步 , 从 中 间 产 物 重 链 的 NA 
。 段 ,再 裂解 一 个 肽 键 (Arg-Val)， 从 而 释 效 出 一 条 肽 段 〈( 分 子 量 9,000); 得 到 有 活性 的 因子 OX, 
因子 KX. 是 一 种 分 子 量 为 46, 500 的 蛋白 水 解 酶 。 它 含 有 一 条 轻 链 (分 子 量 16,600) 和 一 条 重 HE 
(分 子 量 27,000) 。 此 二 链 仍 以 一 个 工 硫 桥 连接 ,如 图 .11-= -16 所 示 。 


5 “中 间 产 物 
图 11-16 ++ XL mits io 的 机 理 


(=) 因子 X 的 激活 
把 无 活性 的 因子 X 激 活 成 有 活性 的 因子 XX.; 有 下 列 四 从 不 同 的 激活 系统 ; 
(i) 内 源 性 途径 的 因子 又 ,、 因 子 佣 .Ca2+ 55H; 
(ii) 外 源 性 途径 的 组 织 因 子 与 因子 刚 ; 
Gili) BER A, 
(iv) Russell's whee FAY RVV-X( 一 种 蛋白 酶 ) 。 
二 实验 表明 ,因子 区 。 与 因子 Va’, Ca?* 和 磷脂 可 以 生成 复 合 物 一 FX. $F 而 /Ca2+- 
磷脂 。 此 复合 物 催化 因子 X 的 激活 反应 。 


因子 及 ,- 因 子 Wil’-Ca**-Be ie 
因子 X ccc 本 


需要 指出 的 是 :因子 央 是 不 能 参加 上 述 激 活 反 应 的 ;必须 激活 成 因子 VI! 之 后 ， 才 能 参加 。 
因子 硬 的 激活 反应 可 以 由 因子 IX, BAP OX. 或 凝血 酶 催化 。 其 激 活 机 理 现 在 尚未 弄 清 。 

关于 因子 的 激活 机 理 , 现 在 已 初步 型 清 。 无 论 采 用 伍 种 激活 系统 激活 因子 X ,反应 均 按 两 
步 进行 ,所 得 产物 相同 。 

因子 和 是 分 子 量 为 55, 100 的 糖 蛋 白 。 它 有 一 条 重 链 和 一 条 轻 链 。 二 链 通 过 一 个 二 硫 桥 相 
连 。 反 应 的 第 一 步 , 裂 解 部 位 是 因子 X 重 链 上 Arg 51 与 Be 52 Zin Mk BE ,释放 出 分 子 量 9, 490 
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的 激活 肽 ,得 到 了 有 活性 的 分 子 量 .45, 300 的 因子 Xe。 此 活性 产物 仍 含有 以 二 硫 桥 相连 的 一 条 
重 链 和 一 条 轻 链 。 反 应 的 第 二 步 , 其 裂解 部 位 是 因子 X,c HHL Arg 290 与 Gly 291 之 间 的 肽 
键 ,释放 出 分 子 量 2,700 的 降解 肽 ,得 到 了 有 活性 的 分 子 量 42,600 的 因子 Xp(X,) 。 此 产物 的 活 
性 与 因子 X,。 的 活性 相同 ,但 是 ,其 分 子 量 减 小 了 2,700。 可 见 降 解 肽 与 活性 无 关 。 如 果 第 一 步 反 
应 ,裂解 部 位 不 是 X 重 链 的 Arg 51-Ile 52 肽 键 , 而 是 重 链 的 Arg 290-Gly 291 肽 键 , 则 中 间 产 
因子 Xe( 分 子 量 52,400) 没 有 活性 。 此 产物 经 第 二 步 裂解 〈 裂 解 部 位 是 因子 Xx 重 链 的 


物 
Arg 51-Ile 52 肽 键 ) ,也 得 到 有 活性 的 因子 Xe ,如 图 11-17 所 示 。 
Ala—qz——— COOH 
Cars 
Ser 一 ArgGIyT COOH 
CHO 
六 ™ 


xe ee oe: POOH. dis 5300) Ala 一 Rs = COOm 


cs, Try s lle 
Sera rd Gee coon Ce 


~~ 
CHO a 42 
因子 X 
BF X Ala 一 天 一 -一 一 coo8 nrg 
(55 5100) ee (42 .600) 
Oe ng 
Sarg CHO 
因子 Xp 
(52，《00) 
图 11-17 后 因子 的 激活 机 理 
(=) 凝血 酶 原 的 激活 


ASX. 是 一 种 蛋白 水 解 酶 ,可 催化 凝血 酶 原 转 化 成 凝血 酶 。 此 反应 的 速度 ; 可 以 由 于 因子 
V ,与 Ca”\ 磷 脂 的 共同 存在 ,而 提高 1600 倍 。 实 验 表明 ,因子 X, 能 够 与 因子 V,\Ca”…\、 磷 脂 生 
成 复合 物 一 一 [因子 X,- 因 子 V,-Ca 一 -磷脂 ]。 此 复合 物 叫 凝血 酶 原 酶 。 它 能 比 因子 V, 更 有 效 
地 催化 凝血 酶 原 的 激活 反应 。 

在 因子 X ,的 催化 下 ,凝血 酶 原 的 激活 反应 ， 按 下 列 路 线 进 行 : 


A. 开始 的 路 线 ， 
HE if His Jk (-~72, 000) 
ATX. 


Ca?* 
中 间 产 物 2 + AKER 1-2 
(~37,000)  (~39,000) 
| ASX, 


Ca*t 


a- HE if Aig (~37,000, AISHE) 


B. 后 来 的 路 线 ， 


(1) 凝血 酶 原 
y ca- 凝血 酶 
中 间 产 物 1+ 肽 段 1 
(50,000—55,000) (25,000) 
(2) ik Pe 1-2(~39, 000) 
+ o-FE it Bi 
HABE 1+ HEE 2 
(25,000) (16,000) 
ERE: 


凝血 酶 原 一 >c- 凝 血 酶 + 中 间 产 物 1+ 中 间 产 物 2 十 肽 段 1 十 肽 段 2 
现在 ,凝血 酶 原 的 激活 机 理 已 得 到 部 分 阐明 。 凝 血 酶 原 分 子 含 有 一 条 肽 链 , 12 个 二 硫 桥 ， 
82 个 氨基 酸 残 基 。 其 一 级 结构 已 经 确定 。 因 子 X, 对 凝血 酶 原 激 活 时 ,其 裂解 部 位 是 Arg-IThr 
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和 Arg-lle 的 肽 键 , 从 而 ， 除去 了 一 个 肽 段 (Ala 一 人 Arg)， 得 到 了 一 个 有 活性 的 凝血 酶 。 此 酶 分 


323 324 
子 含有 一 条 轻 链 (Ihr Arg) #— A Hi $f (le ——Ser) , 


因子 V 。 和 因子 又 , 对 凝血 酶 原 的 激活 反应 速度 ? 这 个 问题 现在 还 没有 解 
决 。 现 有 的 实验 表明 ,因子 V, 能 阻止 抗 凝血 酶 下 对 因子 X, 的 钝 化 。 

血浆 中 的 因子 V ,只 有 经 过 凝血 酶 或 因子 X, 的 修饰 而 变 成 因子 V, 之 后 ， 才 能 参与 因子 X。 
对 凝血 酶 原 的 激活 作用 。 


) AF Ven ATV — | 
(400,000) © 或 因子 又 ,? (180,000) 

3. 凝 胶 生 成 阶段 

生成 的 凝血 酶 脱离 磷脂 胶 粒 ,催化 血 纤维 蛋白 原 转化 成 血 纤 维 蛋 白 。 

血 纤维 蛋白 原 是 由 三 对 不 同 的 多 肽 链 借 二 硫 桥 连接 而 成 的 纤维 状 蛋白 质 。 这 三 对 多 肽 链 分 
别称 为 KB、 链 (图 11-18)。c\B、” 链 的 分 子 量 分 别 为 63,500、.56,000、47,000。 因 而 ， 血 纤 
维 蛋 白 原 (czB2y2) 的 分 子 量 为 340,000。 

在 凝血 酶 的 作用 下 ,首先 ， 从 血 纤维 蛋白 原 a 链 的 N -末端 区 段 ， 切 下 小 分 子 酸性 BAK CA 
肽 ) ,然后 ,从 B 链 的 N -未 端 区 段 , 切 下 小 分 子 酸性 多 肽 (B 肽 )。 裂 解 的 部 位 是 Arg-Gly 肽 键 。 


图 11-18 血 纤 维 蛋 月 原 的 分 子 模型 


in a +2A 肽 +2B 肽 

酸性 多 肽 的 释放 ,使 血 纤维 蛋白 的 负电 性 减 小 , 有 利于 血 纤 维 蛋白 单 体 聚 合成 纤维 蛋白 多 聚 
体 。 血 纤维 蛋白 单 体 , 不 仅 以 末端 对 末端 的 方式 直线 聚合 , 生成 细 长 的 多 聚 体 ， 而 且 还 以 边 对 边 
的 方式 侧面 聚合 ,使 细 长 的 多 聚 体 加 宽 。 

血 纤 维 蛋白 单 体 借 气 键 、 玻 水 键 、, 范 德 华 引 力 聚合 而 成 可 溶性 血 纤 维 蛋白 多 聚 体 。 此 多 聚 体 
可 座 于 稀 酸 6 7 脲 , 易 被 血 纤维 蛋白 溶 酶 ( 纤 浴 酶 ) 水 解 。 

因子 亚 在 众 化 可 溶性 血 纤 维 蛋 白 多 聚 体 转 化 成 脲 不 溶性 血 纤 维 蛋白 多 聚 体 方面 ， 起 重要 作 
用 。 因 子 列 本 身 无 催化 活性 。 它 在 因子 X, 或 凝血 酶 的 催化 下 转变 成 因子 开 。。 在 因子 允 。 的 HE 
化 下 ,可 溶性 血 纤维 蛋白 多 聚 体 中 的 单 体 之 间 发 生 了 交 联 ,从 而 转化 成 甩 不 溶性 血 纤维 蛋白 多 聚 
体 。 目 前 已 知 , 交 联 键 发 生 在 -与 ?- 链 、c- 与 c- 链 之 间 的 谷 妥 酰 胺 残 基 和 赖 气 酸 残 基 之 间 。 即 
赖 所 酸 残 基 的 8- 氨基 与 谷 氨 酰胺 残 基 的 -酰胺 基 之 间 生 成 了 酰胺 键 。 
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Fae SARA Ye VE tt AP Ae & SR TG Yt 2 SR, SA, 
胞 .血小板 和 血浆 ,形成 了 血 凝 块 , 从 而 封闭 了 伤口 ,阻止 继续 出 血 。 
第 四 节 抗体 与 抗原 、 补 体 的 相互 作用 (2,3,6,-1D 


当 蜡 种 蛋白 质 ( 称 为 外 源 物 或 异物 ) 注 射 到 人 或 动物 的 体内 时 ,机 体 的 免疫 系统 〈 如 浆 细胞 ) 

便 产 生 相 应 的 球 蛋 白 ,并 与 之 结合 ,以 消除 异物 的 毒害 。 此 反应 称 为 免疫 反应 ;此 异物 便 是 抗原 ， 
此 球 重 白 便 是 抗体 。 实 际 上 能 刺激 机 体 免 疫 系统 产生 特异 性 免疫 反应 的 物质 ,不 仅 有 蛋白 质 , 还 
"280。 


有 核酸 多 糖 ,病毒 .细菌 等 异物 。 不 过 ,具有 良好 抗原 性 的 物质 ,大 多 是 蛋白 质 , 但 并 非 所 有 的 蛋 
白质 都 具有 抗原 性 ” 茹 白 明胶 就 没有 抗原 性 。 抗 体 是 由 于 抗原 刺激 机 体 和 免疫 系统 所 产生 的 具有 
免疫 特性 的 球 蛋 白 , 故 又 称 为 免疫 球 蛋 白 , 简 称 Ig。 抗 体 与 抗原 的 结合 ,不 是 任意 的 ,而 是 有 选择 
性 的 。 抗 体 只 能 与 刺激 机 体 免疫 系统 产生 该 抗体 的 抗原 相 结 合 , 而 生成 抗原 -抗体 复合 物 (又 称 
为 免疫 复合 物 ) 。 抗 原 -抗体 复合 物 的 本 身 并 不 构成 对 入 侵 抗 原 的 杀伤 。 抗 体 只 是 “识别 并 还 捕 - 
抗原 杀伤 "抗原 的 则 是 补体 。 


从 人 血浆 蛋白 的 电泳 图 谱 来 看 ， g aera 

绝 大 多 数 的 抗体 出 现在 六 - 球 EK HN 一 einrem COOH 2268 

带 , 少 数 的 抗体 出 现在 8- 球 蛋 白 区 Bf allele aeaiemets COOH. #8 
带 。?- 球 蛋白 部 分 几乎 全 是 抗体 。 据 we Raspes 


fith, TAME PES AF es ane ORM a 


“种 抗体 。 所 有 的 抗体 都 有 共同 的 结构 yee COOH BEE 


单位 一 一 四 链 单位 ,如 图 11-19 所 示 。 Te 
a 11-19 立 示意 
在 四 链 单 位 中 ， 有 两 条 相同 的 Viz SEHK, Var 重 链 的 变 区 ; Cs BME, Cu: 
重 链 (MMH, OF BR 50,000~ 重 链 的 恒 区 ; ---: 链 间 二 硫 桥 


70,000， 大 约 由 450 多 个 氨基 酸 残 基 

所 组 成 ) 两 条 相同 的 轻 链 (SLAY L RE, SPF 22,000~23, 000, Fy 210~230 个 氨基 酸 残 基 记 组 
成 )。 重 链 与 重 链 以 及 重 链 与 轻 链 之 间 均 以 二 硫 桥 相 连 。 不 论 是 重 链 还 是 轻 链 ,都 可 以 分 成 两 个 
区 域 (图 11-19): 


“从 多 歇 链 的 N -末端 算 起 , 占 轻 链 的 亏 或 重 链 的 二 部 分 ,叫做 变 区 (V 区 )。 在 同类 抗体 的 不 


同 分 子 的 变 区 当中 ,其 氨基 酸 排列 顺序 的 变动 较 大 。 从 多 肽 链 的 C -末端 算 起 ， 占 轻 链 的 1/2 或 
重 链 的 3/4 部 分 ,叫做 恒 区 (C 区 )。 在 同类 抗体 的 不 同 分 子 的 恒 区 当中 ,其 氛 基 酸 排列 顺序 的 变 
动 很 小 s 

根据 重 链 恒 区 抗原 性 的 不 同 ( 即 氨基 酸 排列 顺序 的 不 同 ), 可 以 将 重 链 分 成 五 大 类 : ?vc、His 
69.2。 根 据 重 链 的 不 同 , 将 抗体 分 成 IEG IgA IgMIgD. IgE 五 大 类 。 在 同类 抗体 重 链 的 恒 区 中 ， 
又 因为 氨基 酸 排列 顺序 的 较 小 变动 ,而 使 恒 区 内 的 一 定 肤 眉 有 不 同 的 抗原 性 。 故 重 链 还 可 以 进 
一 步 分 为 亚 类 。?- 链 可 以 分 成 7 1.? 2\? 38.y 4 四 个 亚 类 ;与 其 相应 的 IsG 可 以 分 成 IgG 1\I8G 
2\IgG 3,IgG 4 四 个 亚 类 。c- 链 有 wx1 和 <x 2 两 个 亚 类 ,与 其 相应 的 IgA 也 有 IgA1 和 IgA 2 两 
个 亚 类 。 人 - 链 有 人 1 和 由 2 两 个 亚 类 ,与 其 相应 的 IgM th A IgM 1 FA IgM 2 PAT aes o x IgD 
和 IgE 的 亚 类 数字 ,目前 还 不 清楚 。 

根据 轻 链 恒 区 抗原 性 的 不 同 , 可 以 将 轻 链 分 成 和 4 两 型 与 其 对 应 的 每 二 类 抗体 可 分 成 i 
型 和 4 型 两 大 型 ,如 表 11-2 所 示 。 

多 五 类 抗体 有 不 同 的 生物 学 活性 。IgG IgM 和 IgA 有 抗 感染 (细菌 、 病 毒 和 毒素 ) 的 作用 ;IgE 

与 变态 反应 有 关 ;IgD 的 功能 尚 在 研究 当中 。 

一 、I8G 和 IgM 的 结构 


表 1i-2 人 免疫 球 蛋白 的 物化 和 生物 学 特性 


性 质 | IgG | IgA IgM | IgD | IgE 
ay + it 150,000 (160,000), 950,000 175,000 190,000 
沉降 常数 (Szo) 6.6S 78,98 ,11S8,148 19S 78 8S 
重 链 种 类 Y a BL 0 6 
轻 链 种 类 # 或 4 K 或 人 «BA x 或 4 «aA 
常见 的 分 子 形式 单 ” 体 单 体 、 二 聚 体 ,等 BRK 单 ” 体 ff 
yy FH KoY2 或 Arye (rzaCz)。 或 (Maaz)。| Ch2M2)s MK (ArM2)s K20, 或 Adz K2€2 或 Arts 
重 链 亚 类 Yi Yo Vs Va al, a2 Hl, p2 一 
亚 类 IgG1, IeG2, IgA1, IgG2 IgM1, IgM2 一 - 一 

IgG3，IgG4， 

糖 含量 (%) 2 一 3 7~11 9~12 9~11 12 
正常 血清 浓度 TO 3，0.5 1.5 0.03 0.0003 

(mg/ml) 
病变 蛋白 血 A fa i 骨 fi 巨 球 蛋白 血 A hee ase 
与 补体 结合 IgG1, IgG2,IgG3 =< 大 多 数 的 IgM2 ? 二 
激活 补体 第 二 通路 IgG4 IgA1,IgA2 = ? IgE 
hi 体 价 2 2 5 或 10 ? ? 
血清 学 性 质 沉淀 ;毒素 中 和 沉淀 ?病毒 中 和 BES, 血球 凝集 ; 病毒 中 和 未 测定 

溶血 ， 病毒 中 和 

受 束缚 的 细胞 巨 噬 细 胞 一 — ? 肥大 细胞 
通过 胎盘 (+) ee) eS)! cs (Fe, 


由 于 抗体 是 所 有 和 蛋白质 中 最 不 均一 的 一 类 蛋白 质 , 故 分 离 提纯 非常 困难 。 不 少 抗体 至 今 尚 
未 得 到 均一 制剂 ,以 致 于 一 级 结构 与 空间 结构 不 能 测定 。IgG 已 得 到 提纯 ,其 一 级 结构 与 空间 结 
PILATE FEE 

1. IgG nae 

IgG 占 人 血清 抗体 总 量 的 70~80% ,是 最 重要 的 一 类 抗体 。 其 分 子 量 为 150,000, 有 两 条 相 
[ra] Fy HE FOP ASAHI ERE. HARE A 446 个 氨基 酸 残 基 , 分 子 量 为 50,000, 有 四 个 功能 区 (Al 
WK 、 环 形 区 )。 每 个 功能 区 都 有 一 个 由 二 硫 桥 封闭 的 环 。 整 个 耳 链 分 为 变 区 (CV 区 ) 和 恒 区 CC 


区 )。 其 变 区 :氨基 酸 残 基 的 顺序 有 变化 ;大 约 含有 110 PRR, HH, ATI 


区 (V,)。 其 便 区 ， 氨 基 酸 残 基 的 顺序 基本 上 不 变 ; 占 艺 瑟 能 ;可 以 分 成 三 个 功能 区 (Cy IT.Cy 2, 


Cy 3), 0 Cy 2 区 能 结合 补体 与 糖 成 分 。 两 条 互 链 之 间 有 两 个 二 硫 桥 连 接 。L 链 含 有 2144 
氨基酸 残 基 , 分 子 量 24,000, 有 两 个 功能 区 。 整 个 工 HEA eK CVX) AK (CK). ARE, 


氨基 酸 残 基 的 顺序 有 变化 ;大 约 含 有 110 个 氨基 酸 残 基 , 占 地 工 链 ; 有 一 个 功 笔 区 (Y- 区 )。 其 恒 


区 : 氨基酸 残 基 的 顺序 基本 上 不 变 ， 占 二 工 链 ; 有 一 个 功能 区 (Cu)。 


L PEAY C -末端 区 段 与 互 链 的 C 区 有 二 硫 桥 相 连 。 再 链 的 V 区 (Va) 与 工 链 的 V 区 (V.) 互相 
结合 ,构成 半 个 IgG 分 子 的 V 区 。 此 V 区 含有 抗原 结合 部 位 ,可 以 与 一 个 抗原 分 子 结合 ,每 个 18G 
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11-20 AlgG 的 线 状 多 肽 链 结构 


分 子 有 两 个 同样 的 抗原 结合 部 位 ,可 以 结合 两 个 相同 的 抗原 分 子 ( 双 价 ), 如 图 11-20 所 示 。 

木瓜 蛋白 酶 能 够 将 I8G“ 切 ?成 三 段 。 其 中 ,相同 的 两 段 含有 全 部 的 工 链 和 五 链 的 Va 与 Cy1， 
能 够 与 抗原 分 子 结合 , 故 称 之 为 抗原 结合 片段 ,用 Fab 表示 ， 另 一 个 片段 与 Fab 不 同 , 具有 激活 
补体 等 生物 学 活性 ,易于 结晶 , 故 称 之 为 可 结晶 片段 ,用 Fc 表 示 , 如 图 11-20 Pra. 

最 近 , 用 X- 光 衍射 法 已 经 阐明 了 IgG 分 子 的 空间 结构 ,其 所 有 的 功能 区 都 有 十 分 相似 的 空 
间 结 构 , 如 图 11-21 Prax. 

对 任何 一 个 功能 区 而 言 , ARTA, 形成 七 个 大 体 上 线性 的 肽 假 ， 依 次 为 fxl、fx2、fy1、 
fx3\fx4.fy2\fy3。 由 fxlfx2、fx3 和 fx4 四 条 肽 段 构成 了 一 个 反 平 行 的 6- 折 闪 片 层 。 此 DB- 
Tris MPO te CPX). Hify 1\fy 2 和 fy 3 三 条 肽 段 构成 了 另 一 个 反 平 行 的 6- 折 迭 片 层 。 
此 B- 折 迭 片 层 叫 三 链 层 (平面 Y)。 四 链 层 与 三 链 层 大 体 上 是 平行 的 ,并 以 一 个 二 硫 桥 相连 。 臣 
水 侧 链 分 布 在 二 硫 桥 的 两 边 , 充 满 夹 层 空间 。A- 折 和 挝 片 层 以 外 的 肽 段 是 bl\b2、.b3、b4、b 5、 
b 6。 它 们 形成 6- 转 角 、 螺 旋 和 其 它 构 象 。V 功能 区 和 C 功能 区 的 不 同 点 表现 在 上 RA 个 肽 段 
的 某 些 部 位 ,特别 是 立功 能 区 的 b 3 肽 民有 一 个 额外 的 环 〈 王 ) ( 见 图 11-21 中 的 黑 线 )。 

各 个 功能 区 在 结构 上 的 相互 关系 如 图 11- 22 所 示 。 

Vz 与 Va 通过 平面 Y 互 相 结合 ,在 一 端的 表面 上 ,产生 了 一 个 大 小 为 15x6x6A 的 裂隙 。 
此 裂 阶 分 别 由 互 链 V 区 和 工 链 V 区 中 的 三 个 高 变 区 CH ERY 31—37,51—68,101—110; L BE FY 
29 一 3450 一 56.91 一 97) 所 构成 ( 即 由 b 2、E 和 b86 三 肽 段 中 的 特定 部 位 所 构成 的 ,是 抗原 结合 
部 位 。 抗 体 对 和 不同 抗 原 的 选择 性 ,就 是 由 上 述 高 变 区 中 的 氨基 酸 顺 序 所 诀 定 的 。 

Cr 5 Cy 1 通过 平面 又 互相 结合 .Cy 3 与 Cy 3 的 结合 也 是 如 此 。C?y 2 与 C? 2 并 不 彼此 结 
全 ;但 是 ,每 一 个 C? 2 与 C? 3 纵 癌 结合 ,结果 ,Fc 有 一 个 对 称 的 双 折 和 迭 旋 转轴 。 这 种 纵向 结合 非 
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图 11-21 IgG 分 子 中 V 功 能 区 和 C 荔 能 区 的 构象 因 表 示 Y 功 能 区 与 C 功能 区 的 结 Hee 


常 类 似 于 Fab 晶体 中 Va 与 Cy 工 之 间 的 结合 ， 主 要 包括 Vu Gy 2 底部 的 bl\b5 以 及 Cy1 
FICy 3 顶部 的 b 2,b 6。 

2. IgM 的 结构 

人 IgM 是 血浆 中 男 一 类 重要 的 抗体 分 子 ， 分子量 为 950,000， 称 为 巨 球 蛋白 。 它 是 由 五 个 
IgM 单 体 和 一 条 械 链 组 成 的 环形 五 聚 体 。 其 中 单 体 与 单 体 之 间 以 二 硫 桥 相 连 ， 如 图 11-23 所 
示 。 

与 IgG 的 四 链 结构 一 样 ,在 IgM 五 聚 体 中 , 每 个 单 体 均 由 一 对 重 链 (4 链 ) 和 一 对 轻 链 构成 ， 
肽 链 之 间 均 由 二 硫 桥 相连 ,每 条 肽 链 均 分 成 变 区 和 恒 区 , 每 个 变 区 均 含 一 个 功能 区 (Vi: 或 Va) ,每 
条 轻 链 的 恒 区 均 含 一 个 功能 区 (Cu) ,每 一 对 变 区 (Vz 与 Va) 都 有 一 个 抗原 结合 部 位 , 可 以 结合 一 
个 抗原 分 子 。 所 不 同 的 是 : 每 条 重 链 恒 区 的 功能 区 数目 ,不 是 三 个 ,而 是 四 个 (CU 1,Cu 2,Cy 3, 
Cu 4)3; 补 体 的 结合 部 位 主要 位 于 CA 3 功能 区 ; 一 条 芽 链 可 能 通过 一 对 4 链 的 C- 末 端 半 胱 氛 酸 
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图 11-22 人 IgG 1 模型 


图 11-23 人 IgM 分 子 结构 示意 图 
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的 一 SH JES 5 IgM BRAN. 

人 IgM 重 链 (4 链 ) 含 有 576 个 氨基 酸 残 基 , 其 一 级 结构 已 得 到 阐明 。 

二 、 抗 原 与 抗体 的 相互 作用 

IgG 具有 多 种 功能 , 例如 :结合 抗原 激活 补体 ` 穿 过 胎盘 ,促进 吞噬 细胞 对 颗粒 抗原 (如 细 苗 
等 ) 的 吞噬 作用 等 等 ;但 是 ,最 主要 的 功能 还 是 与 抗原 选择 性 地 结合 。 

一 个 IgG 分 子 有 二 个 抗原 结合 部 位 ,可 以 与 二 个 抗原 分 子 选择 性 地 结合 。 抗体 的 这 种 选择 
性 (特异 性 ) 不 需要 全 部 的 变 区 ， 只 是 与 变 区 中 (氨基 酸 排列 顺序 变化 频率 很 高 ) 的 高 变 区 有 关 。 
在 IgG 的 高 变 区 中 , 与 抗原 结合 的 氨基 酸 残 基 可 以 分 成 三 种 类 型 ， 


(1) 接触 甩 基 酸 群 一 一 参与 抗原 结合 的 最 包 阶 段 》 
(2) 调制 气 基 酸 群 -一 与 抗原 更 移 全 的 结合 ,是 决定 抗体 选择 性 的 最 重要 的 一 群 ,关系 到 与 


抗原 结合 的 强 弱 ; 

(3) 补偿 氨基 酸 群 一 一 保持 整个 抗体 结构 的 平衡 。 

tia FREES IgG 分 子 的 裂隙 互补 结合 ,生成 抗原 -抗体 复合 物 ,其 结合 力 可 能 是 氢 键 、 
盐 键 、 芷 水 键 或 范 德 华 引 [ 力 。 

三 、 补 体 的 激活 

抗体 杀伤 带 抗原 的 细胞 一 般 是 通过 补体 来 完成 的 。 补 体 是 正常 血浆 中 存在 的 一 组 有 蛋白酶 系 。 
其 主要 作用 是 杀伤 带 抗原 的 细胞 , 但是， 补体 只 有 经 过 抗体 激活 、 并 形成 攻 膜 复合 体 之 后 ,才能 
有 效 地 和 杀伤 带 抗 原 的 细胞 。 现 在 知道 ,激活 补体 有 二 条 途径 ， 一 条 是 补体 激活 第 一 通路 (经 典 通 
路 ); 另 一 条 是 补体 激活 第 二 通路 。 这 里 仅 介 绍 第 一 通路 。 

第 一 通路 包括 十 一 种 补体 成 分 ;如 表 11-3 所 示 。 


表 11-3“ 补 体 激活 第 一 通路 各 补体 成 分 的 生化 特征 


Ciq 180 114 40 V2 18 
Cyr 一 7.5 18 B 2 
Cis 20 4.5 8.6 az 1 
Cc, 25 4.5 11.7 B, 一 
Cs 1600 9.5 18 有 2 
Cc, 640 10.0 20.6 pi 3 
Cs 80 8.7 18 B, 2 
Ce 75 5.5 9.5 B 1 
Cc, 55 6.0 11 6: 1 
Cs 80 8.0 16.3 "1 3 
Cs 230 4.5 7.9 C 一 


补体 激活 可 以 分 为 下 列 三 个 阶段 : 
第 一 阶段 一 一 激活 识别 单位 
现 已 知道 ,在 IgG 分 子 的 Cy 2 功能 区 有 一 个 补体 结合 部 位 ; 在 补体 第 一 通路 的 十 一 种 补体 
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成 分 中 ,只 有 Ciq 可 以 直接 与 IgG 结合 。 但 是 ,在 IgG 与 抗原 分 子 结合 之 前 ,JgG 分 子 的 Cr 2 功 
能 区 并 不 能 与 补体 (Ciq) 结 合 , 只 有 在 抗体 与 抗原 结合 而 成 抗原 -抗体 复合 物 之 后 ,IgG 分 子 才能 
与 Ciq 结合 。 有 人 推测 ,在 抗体 与 抗原 结合 之 前 ,IgG PS“ T OB, Fab 可 能 遮 盖 了 补体 结合 
部 位 ,使 补体 不 能 与 抗体 结合 ;在 抗体 与 抗原 结合 之 后 ,由 于 抗原 分 子 对 抗体 分 子 的 诱导 作用 ,使 
抗体 分 子 的 构象 发 生变 化 , 呈 `Y FG, 结果 排除 了 Fab 对 补体 结合 部 位 的 遮盖 ,因而 抗体 可 以 与 
补体 结合 。 

在 Ca”… WEA, Cig, Cr 与 Cis 三 种 补体 成 分 结合 而 成 三 聚 体 (Cb)。 此 三 RABE ACRE 
活性 ,又 不 能 与 细胞 膜 上 的 抗原 结合 。 位 于 细胞 膜 某 一 部 位 的 抗原 ,首先 与 特异 性 的 抗体 结合 ,使 
抗体 的 构象 发 生变 化 ,从 而 其 露出 补体 结合 部 位 。 这 时 ， 每 两 个 IgG 分 子 (或 一 分 子 IEMD) 可 以 
与 Ci 三 聚 体 中 的 Ciq 结合 ,并 使 其 发 生 构象 变化 。 此 构象 变化 促进 Cr RH, 使 其 变 成 有 活性 
的 蛋白 水 解 酶 (Cir)。 此 活性 酶 水 解 CS， 使 其 变 成 有 活性 的 蛋白 水 解 酶 (Cis)。 如 此 完成 了 第 


T 
BRE ASNT #0 HL A ts — $0 DH Te-Cu Sl 11-24 所 示 。 


第 二 阶段 一 一 形成 激活 单位 
在 识别 单位 的 催化 下 ,C。 被 水 解 成 Coa 和 Cob; ify Cy 被 水 解 成 Cia 和 Cub, 
Ges 十 Co2b 


Cob 


C.a 5 Cib 结合 成 有 活性 的 二 聚 体 (Cib,2a)。 
C,b+C,a —> Cyb, 2? 
此 二 聚 体 中 的 Cib 与 细胞 膜 的 另 一 部 位 (Cib 的 受 点 ) 相 结合 。 然 后 ,在 Cib,2a AOPREIL BCs 


识别 单位 激活 单位 攻 膜 单位 eer) 
hs 图 11-24 补体 激活 第 一 通路 示意 加 图 11-25 攻 膜 复合 体 的 形成 过 程 示意 图 
上 被 水 解 成 Csa 和 Cs 
I C,b,28 
4 = ms Csa +C3b 


Csb 又 与 Cib,2a 结合 而 成 激活 单位 (Cyb,2a,3b), 
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Ci 二 Csb —> Cyb,2a,5b 

如 此 和 洗 成 了 第 二 阶段 ,得 到 了 激活 单位 (Cib,zasb) ,如 图 11-24 所 示 。 

第 三 阶段 一 一 形成 攻 膜 复合 体 

在 激活 单位 的 俱 化 下 Cs 被 水 解 成 Cua 和 Cs, 

CC 

Cyb 与 Ce .Cr 结合 成 Cab,e7 [RE (图 11-25 a) 。 此 三 聚 体 与 细胞 膜 的 另 一 个 部 位 结合 ， 
然后 , 再 与 Cs 结合 成 具有 四 面体 结构 的 Csb,srs PRR (AI 11-25b)。 最 后 , 以 四 聚 体 引 的 Cs 
AD, BART Ce 三 紊 体形 成 了 一 个 十 聚 体 (图 11-25 ec)。 此 十 聚 体 含 有 Cib Ce、CT Cs 各 
一 个 分 子 ，Cs 六 个 分 子 ， 阴 做 攻 膜 复合 体 , 简写 为 Cib 二 9。 攻 膜 复合 体 可 以 破坏 细胞 膜 ， 杀 德 
带 抗原 的 细胞 , 如 细菌 等 。 


习 题 
。 胰 岛 素 由 单 体形 成 二 体 的 结合 力 有 哪些 ? 
。 线 性 聚合 的 特点 是 什么 ? 
。 分 子 聚 合 与 生物 功能 有 何 关 系 ? 
。 分子 或 亚 单位 之 间 的 聚合 必须 具备 哪些 条 件 ? 
。 分 子 识别 的 实质 是 什么 ? 要 二 分 子 相 互 识 别 , 必须 具备 哪些 条 件 ? 
， 解 释 下 列 名词 ， 
分 子 杂 交 ; 分 子 识 别 ; 自 装配 ; 线性 聚合 ; -抗原 ; 抗体 ; 补体。 
7. 肌 原 纤维 的 结构 如 何 ? 
8. 粗 丝 与 细 丝 的 结构 如 何 ? 
9. 肌肉 收 缩 的 分 子 宙 理 如 何 ? 
10. 参与 血液 凝固 的 凝血 因子 有 哪些 ? 
11. 血液 凝固 的 分 子 机 理 如 何 ? 
12. 内 源 性 凝血 途径 与 外 源 性 凝血 途径 的 区 别 与 共同 点 在 哪里 ? 
13. 抗体 有 那 九 种 娄 型 ? 它们 是 根据 什么 分 类 的 ? 
14. IgG fl IgM 的 结构 有 机 些 竺 征 ? 
15. 在 IgG 分 子 中 ， 各 功能 区 在 结构 工 的 相互 关系 如 何 ? 
16. 抗体 与 抗原 、 补 体 的 相互 作用 如 何 ? 
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第 十 二 章 ， 酶 的 结构 导 活 性 


第 一 节 ， 酶 催化 活性 的 结构 基础 


一 * 活性 部 位 

生命 无 时 不 在 与 周围 环 培 进行 物质 交换 , 即 新 陈 代谢 。 新 陈 代 谢 是 由 无 数 的 复杂 的 化 学 反 
应 组 成 的 。 而 这 些 化 学 反应 几乎 全 是 在 酶 的 催化 下 进行 的 。 它 们 以 很 高 的 速度 和 明显 的 方向 性 
维持 生命 的 正常 活动 : 生长 、 发 育 、 运动、 繁殖 等 。 而 酶 的 催化 与 一 般 催化 剂 相 比 ， 具 有 如 下 特 


点 : 其 一 ,作用 的 高 度 专 一 性 (或 称 特 异性 )。 一 种 酶 只 能 作用 于 一 类 或 一 种 物质 ,产生 一 定 的 产 


物 。 因 此 可 以 说 , 一 种 酶 ( 单 功能 ) 只 有 一 个 或 一 类 底 物 。 其 二 ， 催化 效率 极 高 。 以 分 子 比 为 基 
础 , 酶 的 催化 效率 比 一 般 催化 剂 要 高 一 千 万 倍 乃 至 十 万 亿 倍 (107 一 1083)。 另 外 , 由 于 酶 和 其 他 大 
多 数 蛋白 质 一样 , 在 高 温 、 强 酸 、 强 碱 以 及 其 他 非 自然 条 件 下 发 生变 性 , 因而 酶 的 作用 条 件 很 温 
和 ,如 固 氨 微生物 在 常温 常 压 下 以 其 国 氨 酶 固定 空气 中 的 气 素 ,而 在 合成 气 工 业 上 要 使 用 铁 作 催 
化 剂 ,300 个 大 气压 和 500"C 的 高 温 , 才 能 将 所 转化 为 氨 。 

酶 是 大 分 子 物 质 。 一 般 来 讲 ， 分 子 量 都 在 10,000 Dk, 若 每 个 氨基 酸 残 基 分 子 量 以 100 
计 , 每 个 酶 分 子 至 少 由 100 个 以 上 的 氨基 酸 连 接 而 成 。 这 样 的 大 分 子 在 催化 反应 中 是 否 整个 分 
子 都 起 着 同样 的 作用 呢 ? 换 句 话说 ,会 不 会 有 一 个 作用 的 中 心 呢 ? 这 是 人 们 自然 会 提出 的 问题 。 
如 果 我 们 对 比 一 下 酶 分 子 和 底 物 分 子 在 大 小 上 的 差别 ,就 更 会 坚定 上 述 “ 作 用 中 心 ” 的 想法 。 以 
我 们 最 熟知 的 c- 胰 凝 乳 蛋白 酶 来 看 ,分 子 量 25,000, 由 241 个 氨基 酸 残 基 组 成 。 其 酯 酶 活性 很 
高 ,可 以 水 解 合 成 底 物 乙 酰 酷 氨 酸 乙 酯 。 乙 酰 栈 氨 酸 乙 酯 是 一 个 小 的 有 机 分 子 , 充 其 量 和 酶 分 子 
的 十 几 个 氨基 酸 侧 链 基 团 接触 而 已 。 因此 可 以 想象 , 直接 参与 酶 催化 的 部 位 只 不 过 是 酶 分 子 的 
一 小 部 分 。 但 是 也 要 注意 到 酶 众 化 的 底 物 也 并 不 都 是 小 分 子 , 也 有 大 分 子 。 比 如 c- 胰 凝 乳 蛋白 
酶 、 胰 酶 . 胃 酶 都 能 水 解 蛋白 质 , 又 如 溶菌 酶 能 水 解 细菌 细胞 壁 这 样 的 大 型 底 物 。 但 是 ,大 底 物 和 
酶 接触 的 部 位 也 只 是 一 个 小 区 域 。 溶菌 酶 直接 接触 的 只 是 六 个 六 碳 糖 环 而 已 ， 仅 涉及 酶 分 子 的 
十 个 左右 的 基 团 。 

1. 活性 部 位 存在 的 证 据 

胰 凝 已 蛋白 水 解 酶 等 水 解 梅 都 和 二 蜡 两 基 氟 磷酸 (DFP) 化 学 计量 反应 而 失 活 。 经 分 析 证 
明 ,DEFP 与 酶 的 195 号 丝氨酸 的 羟基 反应 ， 

(CH;),CH—O O 
eee Se +E—OH—> 
1 0—cH(cht), 
B-—-O— 2 二 十 HE 
O—CH(CHs3), 

胰 凝 乳 蛋 白 酶 共有 27 个 丝氨酸 残 基 ,为 什么 反应 单单 发 生 在 特定 的 一 个 残 基 侧 链 上 呢 ? 为 什么 
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一 个 残 基 侧 链 发 生变 化 就 使 酶 分 子 完 全 失去 活性 呢 ? 此 外 ， 我 们 还 可 以 对 比 一 下 ， + aaa 
Bie AS a PAS (FCT HE Bi Jk) POR EE FL i EY _L AZ RD, AAA, More At 
Bi, (HJ DFP 与 酶 原 没有 上 述 作用 , 这 是 什么 道理 呢 ? LIRZ AR ND 195 AEA bd eB 
的 位 置 ;具有 非常 高 的 活性 ， 在 催化 反应 中 起 着 关键 作用 。 因 此 人 们 有 理由 认为 酶 分 子 中 确 有 
一 个 活性 中 心 "存在 。 | 

上 上 述 结果 还 仅 是 从 抑制 剂 的 作用 上 来 推测 抑制 活性 的 部 位 就 是 酶 催化 活性 的 "中心 部 位 ?。 
如 果 在 酶 与 底 物 的 反应 中 得 到 同样 结果 的 话 ， 那 就 更 直接 了 。 令 胰 凝 乳 蛋 白 酶 作用 于 对 硝 基 茶 
酚 乙 酸 酯 ,其 反应 如 下 : 

E-XH Hi + panes SN NO, 

. +H,0 
E—XH + HOOCCH, 

TT Te 以 放射 性 同位 素 标记 法 有 可 能 标记 乙酰 化 酶 中 间 物 5 ,然后 可 用 


水 解 酶 水 解 ,得 到 含 标记 的 乙酰 基 肽 段 ,分 离 , 并 测定 其 氨基 酸 排列 顺序 ,得 到 如 下 结果 ， 


O CH; 
\ ¢ Pa 
Gly—Asp—Ser—Gly—Gly—Pro—Leu 


CMBETA AMMO IE bi AUC BL A ALES DEP 抑制 的 丝氨酸 残 基 周 围 的 氨基 酸 
顺序 一 致 。 这 样 , 可 以 确切 地 说 ,DFP 抑制 的 部 位 就 是 酶 催化 的 中 心 部 位 。 

2. 活性 部 位 的 含义 

正如 前 述 , 与 酶 催化 活力 直接 相关 的 只 是 大 分 子 内 的 一 个 小 区 域 ,这 个 小 区 域 被 称 为 活性 部 
位 。 按 Koshland Ay Piz: 酶 的 活性 部 位 是 酶 分 子 的 一 小 部 分 ,是 酶 分 子 中 与 底 物 结合 并 催 
化 反应 的 场所 。 也 有 人 把 活性 部 位 叫 作 活 性 中 心 。 两 种 叫 法 的 含义 一 样 ， 只 不 过 活性 中 心 这 一 
术语 往往 令 人 只 想到 梅 中 的 一 ` 二 个 基 团 , 给 人 以 区 域 比较 狭窄 的 错觉 。 实 际 上 ，, 活性 部 位 是 由 
酶 分 子 中 少数 儿 个 氨基 酸 侧 链 基 团 组 成 (含有 辅酶 的 酶 ,辅酶 是 活性 部 位 的 重要 组 成 部 分 。 某 些 
含 金 属 的 酶 之 中 的 金属 也 往往 参与 催化 ,属于 活性 部 位 的 一 部 分 )。 它 们 在 一 级 结构 上 的 位 置 可 
能 相距 很 远 , 可 能 分 别 位 于 同一 肽 链 或 不 同 肽 链 的 不 同 部 位 ， HFT AME, 使 得 它们 


在 空间 位 置 上 很 接近 ,构成 一 个 特定 的 活性 结构 。 因 此 活性 部 位 不 是 一 个 点 或 一 个 面 ,而 是 某 一 


侈 小 的 室 间 区 域 。 所 以 话 性 部 位 be “活性 中 心 "给 人 以 更 明朗 的 感觉 。 现 在 喜欢 用 活性 部 位 ” 
的 人 越 来 越 多 。 但 要 注意 ,在 抗体 研究 中 也 常常 使 用 活性 部 位 一 词 , 其 含义 是 抗体 分 子 与 抗原 分 
子 结合 形成 抗原 -抗体 复合 物 的 区 域 。 

就 功能 而 论 * 活 性 部 位 的 几 个 氨基 酸 侧 链 基 困 , 又 可 分 为 底 物 结合 部 位 和 催化 部 位 。 底 物 结 
合 部 位 是 与 底 物 特异 结合 的 有 关 部 位 ,因此 也 叫 作 特异 性 决定 部 位 。 催 化 部 位 直接 参与 催化 , 底 
物 的 敏感 键 在 此 部 位 被 切断 或 形成 新 键 ， 并 生成 产物 。 底 物 结合 部 位 和 催化 部 位 之 分 并 不 是 绝 
对 的 * 有 的 基 团 兼 有 结合 底 物 和 催化 底 物 反应 的 功能 。 此 外 ,如 果 把 凡 与 酶 蛋白 相 接触 并 舌 合 的 
物质 (不 管 它 在 酶 催化 反应 中 是 否 有 浓度 变化 ) 统 称 为 配 体 的 话 ;也 常常 使 用 配 体 结合 部 位 (或 结 
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合 部 位 ) 这 一 术 话 。 当 然 , 底 物 是 配 体 中 的 一 种 。 

每 一 卫 蛋 白 分 子 有 几 个 活性 部 位 呢 ? 这 个 问题 还 很 难 确切 地 说 明 。 但 从 目前 结构 状况 比较 
清楚 的 酶 来 看 ,可 以 说 ,一 条 肽 链 的 单 功 能 酶 只 有 一 个 活性 部 位 。 如 果 每 个 酶 分 子 可 以 结合 玫 个 
底 物 分 子 , 这 种 酶 可 能 是 由 几 个 亚 单位 组 成 的 寡 聚 体 。 当 然 , 上 述说 法 并 不 排除 酶 分 子 上 还 有 其 
本 合 部 位 ,比如 别 位 酶 的 别 构 部 位 ,这 是 结合 不 同 于 底 物 的 特殊 配 体 的 部 位 。 

、 催 化 部 位 与 底 物 结合 部 位 

人 从 部 位 和 底 购 结合 部 位 部 是 活性 部 位 的 组 成 部 分 ， 但 两 者 的 功能 有 所 不 同 。 为 了 说 明 这 
个 问题 ,我 们 简单 地 比较 一 下 胰 诈 乳 蛋 白 酶 和 路 蛋白 酶 在 催化 上 的 同 异 。 两 者 在 结构 上 很 相似 ， 
首先 以 DEFP (Ee AF REL GS, MY Ser-195 侧 链 羟基 被 烷 基 磷酸 化 ,同时 完全 形 失 活性 ， 
DFP 同样 也 与 胰 蛋 白 酶 的 Ser-183 作用 , 并 走失 活性 ; 胰 凝 乳 蛋白 酶 His-57 侧 链 基 团 经 化 学 修 
饰 后 酶 完全 失 活 , 胰 蛋 白 酶 His-46 侧 链 经 化 学 修饰 之 后 也 完全 失 活 。 这 说 明 两 者 在 活性 部 位 组 
成 上 至 少 有 两 个 基 团 是 相同 的 。 还 可 以 进一步 比较 包括 组 氮 酸 和 丝氨酸 在 内 的 一 段 肽 链 的 一 级 
结构 ,如 下 所 示 ， 


195 | 200 

REESLE Aa Ser—Cys- | Met- -Gly—Asp—Ser— STS a Bhar -Leu-}-Val—Cys— 
178 183 188 

FRE Abe Sec- -Gln + Gly—Asp—Ser— one Val -|-Val—Cys— 


(nee n amen ennwnneee 


胰 凝 乳 和 蛋白 酶 - His- Phe-Cys-Gly-Gly- ir Leu -Ile-Asn- Gin- Am - rw -Val- Ris 


Led kJ Lie 


29 34 
J Gig -His-Phe-Cys-Gly-Gly-Ser-Leu-Ile-Asn- Ser cn - Toy-va -Val-iSerT:- 


Lut kot dod 


Ala-Ala- wat -Cys=* ' 

二 酶 在 活性 丝 、 组 附近 的 一 级 结构 极 相似 ,局 部 不 同 的 氨基 酸 (以 虚线 方 框 标 出 ) 也 都 是 相似 取 
代 , 如 Leu-199 与 At Thr-54 与 Ser-43 等 。 此 外 , 胰 洗 和 乳 蛋 白 酶 的 His-57—Ser-195 相 
隔 138 PsA SERRE IE. ia WEN His-46 一 Ser-183 相隔 137 个 氨基 酸 残 基 。 除 了 结构 相似 而 外 ,两 
者 都 具有 催化 水 解 肽 键 的 功能 。 这 是 两 个 酶 相似 的 一 面 。 两 者 不 同 之 处 在 于 底 物 的 特异 性 不 
同 , 胰 凝 乳 和 蛋白酶 主要 切断 由 酷 氨 酸 等 带 有 芳香 族 侧 链 基 团 的 氮 基 酸 羧 基 形 成 的 肽 键 , 而 胰 酶 专 
一 断 开 由 带 有 碱 性 侧 链 基 轩 的 精 、 赖 氨基 酸 所 形成 的 肽 键 。 由 此 可 见 , 活 性 部 位 必然 包括 了 两 个 
方面 。 其 一 是 催化 部 位 ,二 酶 类 同 ;其 二 是 底 物 结合 部 位 ,二 酶 不 同 , 即 特异 性 不 同 。 

1. 催化 部 位 

催化 部 位 是 在 催化 反应 中 直接 参与 电子 授 受 关系 的 部 位 。 经 多 种 方法 研究 ， 胰 凝 乳 蛋白 酶 
的 催化 部 位 已 经 明确 了 。 首 先 从 DFP 化 学 修饰 法 得 知 ，Ser-195 是 直接 参与 催化 作用 的 基 团 。 
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又 从 动力 学 研究 得 知 ， 有 一 个 PK 值 在 6 一 8 之 间 的 解 离 基 团 与 催化 反应 有 关 。 从 PK 值 上 推测 
是 His 的 咪唑 基 。 以 TPCK(1- 氧 -3- 甲 茜 磺 酰 氨 基 -4- 苯 - 丁 酮 -2) 化 学 修饰 法 更 进一步 证 实 了 
动力 学 的 推断 。 在 中 性 条 件 下 , 一 分 子 TPCK 和 一 分 子 胰 凝 乳 蛋白 酶 反应 ， 酶 完全 失 活 。 修饰 
的 残 基 是 His-57 的 咪唑 基 。 而 且 被 DFP 修饰 了 的 酶 不 和 TPCK 反应 ;反之 ,经 TPCK AK 
活 后 的 酶 也 不 再 与 DFP 反应 。 由 此 可 见 ， 胰 凝 乳 蛋白 酶 至 少 有 两 个 催化 基 困 。 从 X- 光 结构 分 
析 结 果 来 看 ,Ser-195 与 His-57 在 空间 位 置 上 很 接近 , 而 且 接近 His-57 咪唑 基 毛 原子 处 还 有 一 
个 Asp-102。 这 三 个 残 基 的 侧 链 基 团 构成 一 个 电荷 接力 系统 。 如 图 12-1 Pia: 

Ser-195, His-57,  Asp-102 三 者 相距 几 十 个 
残 基 ， 但 由 于 肽 链 的 盘 转 和 折 又 而 使 得 它们 形成 
一 个 系统 ,在 催化 底 物 反 应 中 ,直接 参与 电子 的 授 
受 。 

一 般 来 讲 , 没 有 辅 诲 的 酶 蛋白 的 催化 部 位 , 仅 
涉及 某 几 个 特定 的 氨基 酸 残 基 侧 链 基 团 。 有 辅酶 
HM, AMEE SALTS, “RSMAS 
HME AMER RIE DER DDH. B 
外 有 些 酶 含有 某 种 金属 ， 有 些 爹 属 与 催化 反应 直 
接 相 关 ， 这 类 酶 往往 是 通过 酶 蛋白 的 特定 氮 基 栈 图 12-1 胰 北 乳 蛋白 酶 电荷 接力 系统 的 构象 
例 链 与 金属 离子 的 相互 作用 ,与 底 物 之 间 进 行 电 子 授 受 。 总 之 ,不管 是 那 种 情况 ， 酶 的 催化 部 位 
总 是 要 涉及 几 个 特定 的 氨基 酸 残 基 的 侧 链 基 团 。 

2. 底 物 结合 部 位 

酶 只 有 催化 部 位 是 不 够 的 。 如 果 只 有 催化 部 位 的 话 , ELEM AMARA 
样 的 催化 特征 ， 只 要 是 肽 键 ， 不 管 其 两 端 是 什么 氨基 酸 残 基 都 应 该 同样 水 解 。 但 实际 上 并 不 如 
此 , 每 个 酶 都 有 自己 独特 的 专 一 性 。 只 有 与 酶 的 活性 部 位 结构 相 适 应 的 底 物 分 子 才能 被 酶 结合 
(适应 是 多 方面 的 ,如 大 小 、 形 状 . 电 荷 等 ) 。 应 该 说 , 专 一 性 主要 是 由 底 物 结 合 部 位 决定 的 , 但 有 
的 催化 基 团 也 参与 底 物 的 结合 。 

以 溶菌 酶 为 例 说 明 底 物 结合 部 位 。 溶 菌 酶 催化 细菌 细胞 壁 中 多 糖 成 分 的 水 解 ,如 图 12-2 所 
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图 12-2 溶菌 酶 底 物 结构 


细菌 细胞 壁 多 糖 是 N- 乙 栈 氨 基 葡 萄 糖 (NAG) 和 NT- 乙 杯 烙 质 酸 (NANM) 组 成 5 NAG #1 NAM 
通过 B-1,4 糖 背 键 连接 ,交替 排列 ,溶菌 酶 切断 NAM 的 1 位 和 NAG4 位 之 间 的 有 糖 戎 键 ， 如 图 
12-2 箭头 所 示 。 溶 菌 酶 也 能 水 解 仅 直 XAG 6-1,4 连接 而 成 的 缩合 物 ; Bik, geo 
REE: 中 Boe, A Ree D-H; © 各 环 2 位 的 一 9H theese, Rl ets Paes 
@ N- 乙 酰 化 ?四 HHRAAAKA 2-1,4 7. WHMEBAN AA LAER WAH. on 
12-3 所 示 。 该 图 是 NAG ARK SNE EAARA. DHL ABCD. Ey PRA 
六 个 糖 环 位 置 。 首 先 看 C 环 ,乙酰 基 的 'CO 与 Asn-59 的 NH FARIER, keh AAOMIA 
别 ，C 环 2 位 的 NH 同 Ala-107 的 CO 结合 成 氨 键 ,这 是 对 条 件 思 的 识别 ;C 环 6 位 、3 teh OH 
分 别 与 Try-62,Try-63 呈 氢 键 结合 ,这 起 对 条 件 中 的 识别 。B 环 6 位 的 OH A Asp-101 ERA 
键 ,这 是 满足 6-1,4 GEMS, A 环 的 3 位 OH 也 同 ,Asp:I01 结合 成 气 键 /表明 信和 了 三 环 
逆向 ,这 是 条 件 由 的 识别 。 其 他 各 环 与 酶 结合 情况 如 表 1?-I 所 示 。 = 
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图 12-3 YATES (NAG) 45. LEMS TRIER (NAG); AHN, FEMST RE 
搭 模型 法 作出 。 图 中 酶 的 各 原子 的 位 置 是 天 然 构 象 的 位 置 iy 


从 上 述 可 见 , 酶 与 底 物 的 特异 结合 是 多 点 结合 ,需要 几 个 或 更 多 的 氨基 酸 残 基 参 加 (可 能 是 
侧 链 基 团 ,也 可 能 有 是 主 链 骨 架 )， 而 且 要 求 这 些 残 基 在 三 维 室 妆 中 正确 排 布 。 如 果 正 确 的 位 置 受 
到 和 王 扰 或 破坏 的 话 ,不仅 失 去 识别 底 物 和 非 底 物 的 能 力 ;, 连 底 物 - 酶 复合 物 也 不 能 形成 , MAR, Vii 
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表 12-1 多 聚 己 糖 与 溶菌 酶 之 间 的 原子 接触 


Van der Waals 


部 ft 极 性 接 it auc 4a 对 -AZ 铝 信 的 贡献 ( 千 卡 / 克 分 子 ) 
A NH-Asp 101 7 1. 819 TS 
B O(6)-Asp 101 11 3. Sait 2.8 
€ O(6)-Try 62 30 5.6 4.7 
O(3)-Try 63 
NH-CO 107 
CO-NII 59, 

D O(6)-CO 57 35 Fae —6 
O(1)-Glu 35 

E O(3)-Gln 57 
NH-CO 35 45 4 0.9 
CO-Asn 44 

F O(6)-CO 34 13 1.5—2_, al, 
O(6)-Asn 37 


O(5)-Arg 114 
O(1)-Arg 114 


ZMK CIDR, DESMA. 

羧 肽 酶 A 与 合成 底 物 甘 氮 酰 - 酷 氨 酸 之 间 的 结合 如 图 12-4 Pt. 有 四 个 作用 点 ， 头 三 点 与 
形成 酶 - 底 物 复合 物 有 关 。 第 一 点 是 底 物 羧基 末端 侧 链 插 和 人 酶 的 “口袋 ”， 置 换 出 几 个 水 分 子 。 
“日 袋 -的 大 小 是 以 容纳 色 氨 酸 侧 链 。 “口袋 ”的 内 部 设 有 特殊 的 结合 基 团 ， 可 能 是 些 不 带 电 的 基 
团 参与 作用 ;第 二 点 是 底 物 末端 羧基 与 Arg-145 Hey MARE BHA, BRM ke 
PRES IRE Zn** 配 位 ; 第 四 点 仅 适 用 于 二 肽 , Glu-270 通过 水 分 子 与 Gly-Tyr fy «- BIE 
合 。 如 果 底 物 长 于 二 肽 , 底 物 N- 末 端 与 Glu=270 之 间 不 能 结合 , 但 Glu-270 很 接近 于 被 水 解 的 
肽 键 的 痰 基 , 如 图 12-5 所 示 。 第 二 个 肽 键 的 NH 与 Tyr-248 羟基 形成 氢 键 , 底 物 在 第 3、4 位 置 
上 的 芳香 族 侧 链 基 团 R 与 酶 的 Tyr-198、Phe-279 相互 作用 。 第 三 个 肽 键 的 火 基 (或 许 第 四 个 ) 
与 Arg-71 接近 稳定 结合 状态 。 由 此 可 见 ， 羧 基 肽 酶 A 的 活性 部 位 由 包括 一 个 疏 水 口袋 在 内 的 
Zn*t* His-69,His-196,Glu-72, Arg-145, Tyr-248 ,Glu-270,Tyr-198 .Phe-279、Arg-71 等 基 团 
Pye AES Ae TAREE. BEND BALAI i HK STRELA DR 
物 敏 感 键 有 正确 的 定位 (Gly 一 Tyr “KWAK RES Zn** 结合 ) IKE, 才能 顺利 地 为 酶 水 解 。 

3. 催化 部 位 与 底 物 结合 部 位 的 关系 

虽然 从 功能 上 可 以 把 活性 部 位 分 成 催化 部 位 和 底 物 结合 部 位 ,但 是 ,这 两 个 部 位 并 不 是 各 自 
独立 存在 的 ,而 是 相互 关联 的 整体 。 比 如 ,上 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 电荷 接力 系统 Ser-195、His-57、Asp- 
102 能 否 充分 发 挥 催化 效率 ,在 很 大 程度 上 ,取决 于 底 物 结合 的 位 置 是 否 合适 。 也 就 是 说 , 底 物 
结合 部 位 的 作用 ,不 单单 是 固定 底 物 ， 而且 要 使 底 物 处 于 被 催化 的 最 优 位 置 。 因 此 ， 酶 的 催化 部 
位 与 底 物 结合 部 位 之 间 的 相对 位 置 是 很 重要 的 。 换 句 话说 , 构成 底 物 结合 部 位 的 氨基 酸 残 基 的 
空间 位 置 ,不 但 要 适合 于 结合 底 物 ,也 要 适合 于 催化 成 物 反应 。 

就 上 述 意义 而 言 , 所 谓 底 物 特异 性 ( 某 化 合 物 是 某 酶 的 特异 性 底 物 ) 这 一 说 法 ,不 仅 取决 于 能 
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图 12-5 AFH-MOUM RDS A 的 结合 


簿 宣告 地 与 活性 部 位 相 结 合 ,而 且 也 要 看 能 否 顺利 地 得 到 产物 。 例 如 , 胰 凝 乳 蛋 白 酶 作用 于 与 展 
物 有 同样 结构 的 D- 氮 基 酸 化 合 物 , 其 环 。 值 与 底 物 大 体 相同 , 但 D- 氛 基 酸 化 合 物 不 能 被 胰 凝 乳 
蛋 自 酶 水 解 。 这 是 由 于 在 站 凝 乳 蛋 白 酶 活性 部 位 中 ， 其 催化 部 位 与 底 物 结合 部 位 的 相对 位 置 只 
适合 于 工 -氨基 酸 形成 的 多 肽 , D- 型 氨基 酸化 合 物 的 淡 基 碳 与 Ser-195 相距 较 远 ， 催 化 部 位 不 能 
发 挥 作用 。 因 此 , 底 物 的 特异 性 ,不 仅 取决 于 底 物 结合 部 位 ,而 且 还 取决 于 活性 部 位 的 整体 。 

三 、 活 性 部 位 的 研究 方法 

确定 活性 部 位 的 方法 近年 来 有 很 大 发 展 。 常 常 使 用 的 方法 有 化 学 修饰 法 、X- 光 晶体 衍射 
法 ,反应 动力 学 方法 等 。 其 中 最 令 人 信服 的 结果 ,当然 是 来 自 和 - 光 晶 体 衔 射 法 。 可 是 ,单单 特此 
法 是 不 够 的 ,往往 一 个 问题 的 解决 ,是 靠 多 种 方法 多 方 证 明之 后 才能 确定 下 来 的 。 下 面 就 其 中 几 
种 重要 的 方法 简要 地 加 以 介绍 。 

1. 化 学 修饰 法 
1 酶 分 子 中 可 以 被 修饰 的 基 团 很 多 ,正如 第 七 章 所 述 , 凡 是 可 解 离 的 ,或 带 有 极 性 的 侧 链 基 团 ， 
如 产 基 、 纺 基 、 咪 唑 基 、 氨 基 、 羧 基 等 都 是 修饰 的 对 象 。 用 于 化 学 修饰 的 试剂 也 不 少 , 但 常用 的 并 
取得 显著 效果 的 并 不 多 。 尽 管 如 此 ,多 年 来 积累 了 不 少 有 用 的 资料 ,化 学 修饰 法 一 直 广 泛 地 用 于 
骏 活 性 部 位 的 研究 之 中 。 
如何 证 明 所 用 的 修饰 试剂 恰恰 结合 到 活性 部 位 的 某 基 轩 上， 而 不 是 结合 到 活性 部 位 以 外 的 
某 基 团 上 了 呢 ? 一 般 来 讲 ,活性 部 位 的 修饰 与 酶 活力 的 形 失 有 着 计量 关系 。 但 这 个 问题 很 复杂 ， 
还 有 许多 因素 值得 分 析 和 考虑 。 比 如 ,标记 化 合 物 结合 的 不 是 活性 部 位 某 基 团 ,而 是 活性 部 位 边 
缘 某 基 轩 ,由 于 空间 障碍 也 导致 梅 失 活 。 这 种 情况 往往 使 大 作出 错误 的 判断 , 误 认 为 修饰 的 基 团 
是 活性 部 位 的 某 基 团 。 在 化 学 修饰 研究 中 ,也 常常 使 用 酶 失 活 的 特异 性 保护 法 ,此 法 以 竞争 性 抑 
制剂 保护 酶 活性 , 因 抑 制剂 结合 的 部 位 是 活性 部 位 , 所 以 在 竞争 性 抑 制剂 存在 下 ， 共 价 标记 法 使 
酶 失 活 的 程度 远 远 低 于 无 抑制 剂 存在 时 的 情况 。 但 这 也 不 是 绝对 的 ， 也 有 可 能 活性 部 位 以 外 的 
某 基 团 的 表现 与 活性 部 位 中 的 部 分 基 团 相似 , 当 有 保护 性 抑制 剂 时 ,这 些 基 团 不 易 与 标记 化 合 物 
反应 ,无 抑制 剂 时 ,很 易 与 之 结合 ,而 且 由 于 空间 障碍 或 分 子 构象 的 变化 导致 活力 丧失 ,这 时 也 会 
错 断 这 个 基 团 的 作用 。 还 有 一 个 问题 值得 说 明 , 以 化 学 修饰 法 研究 酶 的 底 物 结合 部 位 比 研究 催 
化 部 位 更 困难 。 这 是 因为 酶 的 催化 部 位 的 基 团 种 类 和 数目 都 比较 少 , 而 且 往 往 是 些 富 于 反应 性 
的 基 团 7 标记 与 计量 失 活 关系 比较 明显 。 比 如 ， 每 个 胰 凝 乳 蛋白 酶 分 子 只 要 结合 一 个 DFP 分 子 
就 完全 失 活 。 然 而 ,属于 底 物 结合 部 位 的 基 团 大 多 是 反应 性 很 低 的 非 极 性 基 轩 ,如 果 以 弱 的 化 学 
反应 修饰 , 则 实验 难以 收效 ,如 果 以 强烈 的 条 件 修饰 ， 则 又 易 发 生 几 个 同 种 氨基 酸 侧 链 基 团 一 起 
被 修饰 的 结果 。 另 外 , 底 物 结合 部 位 基 团 的 修饰 与 酶 活力 的 变化 关系 也 比较 微妙 ,如 果 把 底 物 结 
合 部 位 想象 成 一 个 槽 穴 的 话 , 其 中 茶 个 基 团 被 修饰 以 后 ， 可 能 导致 结合 底 物 能 力 降 低 ， 酶 部 分 失 
活 ; 也 可 能 改变 了 结合 底 物 的 特异 性 等 多 方面 的 变化 。 

总 之 ,多 年 来 以 化 学 修饰 法 研究 酶 的 活性 部 位 得 到 了 不 少 有 用 的 结果 ,但 有 些 结果 并 不 很 理 
Mh. 往往 工作 做 了 不 少 , 却 很 难 下 确切 的 结论 。 

C1) 使 用 非特 异性 试剂 对 特殊 基因 的 标记 

某 些 酶 的 活性 部 位 中 含有 活性 部 位 以 外 没有 的 氨基 酸 残 基 时 ， 则 可 以 充分 利用 这 种 棕 殊 情 
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况 ， 使 用 一 般 非 特异 性 试剂 ( 即 不 能 区 分 活性 部 位 内 和 外 基 轩 的 试剂 ) 进 行 修饰 。 北 如 ;本 瓜 蛋 
白 酶 分 子 中 有 七 个 半 胱 气 酸 残 基 ,其 中 的 六 个 形成 三 对 二 硫 桥 , 只 有 一 个 残 基 以 自由 硫 气 基 形 式 
存在 于 活性 部 位 。 这 种 情况 就 可 以 用 任何 一 种 硫 氨基 试剂 来 标记 ,如 用 槛 乙酸 修饰 ,在 此 反应 中 
所 用 的 碘 乙 酸 既 不 是 拟 底 物 ; 又 对 木瓜 蛋白 酶 活性 部 位 无 任何 特殊 亲和力 ， 但 由 下 情况 特区 be 
PRAT ET Wit ATE ASE ih SGD Pe RAE AT ER 

(5 Fe SEA Fl I RE,» ETA AT SH te FE AE RR A EI Joh ROT Ben 
酸 酶 失 活 , 原 以 为 是 活性 部 位 有 一 半 胱 氛 酸 硫 氨基 ,但 后 来 证 明 是 一 组 腕 酸 咪唑 基 被 烷 基 化 。 

此 外 ,还 发 现 一 种 现象 , 即 活 性 部 位 内 部 的 某 一 残 基 对 某 一 非特 蜡 性 试剂 的 反应 性 比 话 性 部 
位 以 外 的 同类 残 基 要 高 或 低 。 这 可 能 是 活性 部 位 内 的 微 环 境 所 致 。 酶 蛋白 变性 后 ,这 种 现象 束 
消失 了 。 属 于 反应 性 增高 的 情况 ,活性 部 位 的 某 基 团 比 其 余部 位 的 同 娄 基 团 更 易 被 标记 , 哦 i = 
耿 酸 甘油 醛 脱 气 酶 的 活性 部 位 的 丝氨酸 能 优先 被 4C- 碘 乙酸 标记 , 牛 胰 核 糖 核酸 酶 锋 竹 部 位 的 
组 皂 酸 能 优先 被 碘 乙 酸 标记 ,其 赖 氨 酸 -41 的 s-NHs 可 优先 被 氟 二 硝 基 蒜 标记。 有 的 醒 则 与 此 
相反 ,虽然 有 某 一 特殊 基 团 位 于 活性 部 位 中 ,但 由 于 它 处 于 隐 茂 状态, 缺乏 反应 性 ?用 通常 的 试剂 
难以 修饰 : 要 充分 利用 活性 部 位 中 某 一 基 团 具 有 特别 高 的 反应 性 的 有 利 条 件 进行 化 学 修饰 司 胰 
Ve FL 3g AEH AY Ser-195 的 羟基 氧 原 子 具 有 特别 高 的 亲 核 性 ,所 以 ,不 管 是 DEB 抑 制 ; 还 是 总 本 
化 都 发 生 在 同一 位 置 。 不 仅 胰 凝 乳 蛋白 酶 如 此 ， 与 它 相 关 的 一 柔 列 酶 都 有 类 似 的 表现 吕 
{RG DEP 反应 性 相似 ,而 且 活 性 丝氨酸 周围 的 氨基 酸 排 列 顺序 也 很 相似 ,如 表 12-2. ame Bs 


® 12-2 某 些 酶 活性 部 位 丝氨酸 肽 的 氨基 酸 顺 序 iP Bia 

As g@uk 2A RKA RE Mw bh capa 
tris . [pare 
2b URES EB LCys-Met-Gly~Asp-Ser-Gly-GlyPro-Leu=Val-Cys-Lys= | {cd 2) yA ATEN 
4+ BU A | -Cys-Gln-Gly-Asp-Ser-Gly- Gly-Pro-Val-Val-Cys- | — rat AN BR Ay Tt Is 
A> BE Ss -Cys-Glu-Gly-Asp-Sex-Gly-Gly-Pro-Phe- Fe sit 7 
猪 弹性 和 蛋白酶 -Cys-GIn-Gly-Asp-Ser-Gly-Gly-Pro-Leu- tS 
丁 酰 胆 碱 酯 酶 i -Phe-Gly-Glu-Ser-Ala-Gly TEL BY PADRE GIR SR Ya 
乙酰 胆 碱 酯 酶 -Gln-Ser-Ala 1a Pat he 
: : i? Hj) Ad SS : gu 
枯草 杆菌 蛋白 酶 -Asn-Gly-Thr-Ser-Met-Ala-Ser- AN reste 
霍 菌 蛋白 酶 -Thr-Ser-Met-Ala- SHA VS BW SY 


TERNS ARN AZ A ASO 基 是 催化 部 位 活性 基 团 ,另外 ,通过 动力 学 实验 证 实 ， 


还 有 一 FA ATRUK EAE, Husain #1 Lowe Ail 1,3-2i ARMA 
SAME, 76 pH 5.6,1 eM ASEa Mil TON ANTE. LA Sephadex G=75 提纯 
BETH ND SS » PRI ET SA SEER UT Be BL Di — PA ATR. Husain #1 Lowe) 38 FAT 153+ 
(2-C!") py fii Ml az 2A RSE ie TS SRE HA, 1,3- vA PS MALELE T Cys-25 fm His-59 两 | 残 革 ?3 
通过 此 实验 ,不 仅 知 道 了 催化 基 团 组 氨 酸 的 位 置 ,而 且 也 知道 了 催化 基 团 半 胱 氨 酸 -号 Fl Hiis-59 
之 闻 的 距离 在 5A 以 内 。 这 个 结论 通过 和 X- 光 衍射 分 析 法 又 进一步 得 到 了 肯定 " 如 图 12-6 Paes 

(2) 差 示 标 记 法 

这 类 方法 是 非特 异性 试剂 标记 法 的 一 个 发 展 , 此 牙 基 于 保护 效应 ， 不 要 求 被 标记 的 活性 部 位 
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图 12-6 木瓜 和 蛋白酶 活性 部 位 Cys-25 和 
His-159 周围 的 情况 


(b) 


图 12-72 郑 示 标 记 法 图 解 


的 基 团 有 特殊 灵敏 的 反应 性 。 差 示 标 记 法 的 一 种 形式 如 图 12-7 所 示 。 

12-7 中 和 并 是 酶 中 的 同一 类 基 团 ; 只 是 Y 位 于 活性 部 位 中 ， 是 要 标记 的 基 团 , PETE 
争 性 抑制 剂 ,R 为 非特 异性 试剂 ,R* 为 同位 素 标 记 的 同 种 试剂 。 如 图 所 示 , 先 向 酶 溶液 中 加 入 过 
量 的 竞争 性 抑制 剂 P,P 与 活性 部 位 结合 ， 好 象 是 Y 基 团 的 保 护 剂 。 这 时 加 入 非特 异性 试剂 R， 
所 有 的 y MGR 发 生 反 应 。 待 了 透析 除去 后 ,再 加 入 同位 素 标记 试剂 R*， 此 时 R* RAY 


合 。 检 定 同 位 素 标 记 的 位 置 , 便 可 帮助 确定 活性 部 位 基 团 。 


胰 酶 和 胰 凝 乳 蛋白 酶 同 是 胰 脏 中 的 水 解 酶 类 ， 两 个 酶 在 一 级 结构 上 有 40% LAL 是 相同 的 ， 
但 由 于 两 者 水 解 肽 键 的 特异 性 不 同 , 大 们 一 直 认 为 胰 酶 活性 部 位 中 必 有 酸性 基 团 存在 。 另 外 ， 
还 知道 少 胰 酶 ”"(Lys-176 和 Asp-177 之 间 肽 键 断 裂 形成 的 ) 失去 水 解 碱 性 氨基 酸 残 基 羧 基 所 


形成 的 肽 键 的 专 一 性 ,而 保留 了 一 般 酯 梅 活性 。 


估计 Asp-177 fy B-COOH 可 能 与 结合 底 物 有 


关 。Ey1 等 人 cz 的 实验 证 明了 上 述 推测 。 使 用 苯 甲 胀 (CiHsCC:NH)NH5) 作 为 6- 胰 醒 的 


* 299 


竞争 性 抑制 剂 ,以 差 示 标 记 法 证 明了 Asp-177 是 结合 底 物 的 一 个 基 团 。 以 矶 二 亚 胺 为 缩 合剂 ， 
使 甘氨酸 胺 与 羧基 缩合 ,其 反应 如 下 : 
sa EET 去 除 反应 物 和 抑制 剂 


pis PROT, Se Sc is ER 
SOT a PUT UC i 
See A oe = ae i ts 
See qr NCIMB 


第 二 次 [7C] 标 记 的 羧基 是 结合 部 位 的 羧基 ,经 分 离 鉴定 ,是 Asp-177 的 B-COOH, 

差 示 标记 法 使 用 起 来 有 时 也 不 太 理 想 , 主要 是 保护 效果 问题 。 有 时 保护 剂 不 能 完全 阻止 R 
与 立 的 反应 ;同时 也 可 能 因 保 护 剂 的 存在 影响 了 酶 分 子 构象 ,致使 反应 第 一 步 R 不 能 与 所 有 的 y 
结合 ,而 在 去 掉 保 护 剂 以 后 ,还 有 部 分 y 可 与 R * 反 应。 此 法 随后 又 有 不 少 改 进 。 

(3) 亲 和 标 记 i 

上 述 两 种 共 价 标记 法 在 活性 部 位 研究 中 得 到 了 一 些 结 果 , 但 由 于 方法 本 身 的 弱点 ,不 是 应 用 
范围 太 小 ,就 是 不 能 令 人 满意 地 把 标记 局 限 在 活性 部 位 之 内 。 近 年 来 ,以 亲 和 标 记 法 取得 了 较 好 
的 结果 。 主 要 是 利用 了 酶 与 底 物 特异 结合 这 种 性 质 而 设计 标记 试剂 的 。 如 图 12-8 所 示 。 图 中 
的 是 试剂 分 子 的 活该 基 团 ,四 和 四 是 酶 分 子 上 可 与 @@ 发 生 反应 的 基 团 ,@@O 位 于 活性 部 位 之 中 。 反 
应 的 第 一 步 是 酶 与 试剂 发 生 专 一 和 可 逆 地 结合 。 此 时 , 试剂 在 活性 部 位 的 局 部 浓度 远 较 活性 部 
位 外 高 , 因 与 曙 反 应 比 与 吕 反 应 有 利得 多 。 因 此 ,这 个 方法 不 要 求 活性 部 位 的 基 团 有 特别 灵敏 的 
反应 性 。 有 时 也 把 亲 和 标 记 试 剂 称 为 “活性 部 位 指示 剂 ”。 


图 12-8 亲 和 标 记 法 图 解 


亲 和 标 记 试剂 用 于 胰 凝 乳 蛋白 酶 和 胰 和 蛋白 酶 活性 部 位 的 标记 , 是 两 个 非常 成 功 的 例子 。 它 
们 说 明了 亲 和 标 记 法 用 来 研究 活性 部 位 是 一 个 强 而 有 力 的 方法 。 原 来 认为 DFP 是 酯 酶 类 或 具 
有 了 酯 酶 活性 的 和 蛋白酶 类 最 专 一 的 抑制 剂 , 现 在 看 来 , 亲 和 试 剂 的 优越 性 已 超过 了 DFP. Al 为 它 
们 能 把 胰 蛋 白梅 和 胰 凝 乳 蛋 白 酶 区 分 开 , 而 DP 对 二 者 都 是 同样 抑制 的 。 

胰 凝 乳 和 蛋白 酶 选择 地 水 解 芳香 族 氮 基 酸 羧基 所 形成 的 肽 键 或 酯 键 ， 甲 葵 磺 酰 工 -= 葵 丙 氨 栈 
胺 或 乙 酯 是 该 酶 的 很 好 的 底 物 ,所 以 在 设计 亲 和 试 剂 时 用 甲 茜 磺 酸 -L- 共 两 氨 酸 为 基本 结构 ， 然 
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后 将 羧基 换 成 所 甲 基 酮 。 这 是 一 个 活泼 的 烷 化 剂 。 此 试剂 全 称 为 1- 氧 -3- 甲 茶 磺 酰胺 基 -4- 葵 - 
丁 酮 -2, 缩 写成 TPCK。 


: fo ere fo 
« 2 一 CH 一 CH 一 C 一 OH < >—CH,—CH—C—CH,Cl 
| | 
NH NH 


| | 


0 一 SS 一 O O 一 SS 一 O 
0) ‘ 
| | 
CHs CHs 
甲 举 磺 酰 洒 丙 氨 酸 TPCK 


将 TPCK 与 膜 凝 乳 蛋 白 酶 保温 ,二 者 定量 与 共 价 结合 c% 。 在 8 M RH 者 不 发 生 反应 ， 
TPCK 也 不 能 与 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 以 及 DEFP 抑 制 了 的 胰 凝 乳 蛋白 酶 结合 。 由 此 可 见 , 必 须 是 天 然 
构象 的 活性 酶 才能 与 此 试剂 结合 。 当 然 ,TPCK 抑制 了 的 酶 也 不 能 再 与 DFP 反应 ， 这 也 说 明 烷 
化 作用 确实 发 生 在 活性 部 位 上 。 

胰 凝 乳 蛋 白 酶 分 子 中 有 两 个 组 所 酸 残 基 ,位 于 一 级 结构 的 第 40 与 57 fr, TPCK 烷 化 后 的 
酶 经 水 解 ,分 析 其 氨基 酸 组 成 ,发 现 只 出 现 一 个 组 氨 酸 ,可 见 TPCK 与 另 一 组 氨 酸 结合 了 。 用 
“C-TPCK 与 酶 作用 ,然后 以 胃 和 蛋白酶 水 解 ,发 现 MC 存在 于 含有 His-57 的 肽 段 中 。 此 外 ,， 尚 有 
有 一 些 其 他 证 据 , 证 明 TPCK 与 His-57 结合 ,结合 发 生 在 咪唑 环 N 上 -53。 

” TPCK 并 不 是 一 个 组 氨 酸 修饰 试剂 , 它 不 易 单 独 与 组 氨 酸 本 身 发 生 反应 。 另 外 ,其 分 子 中 的 
氯 原子 , 比 起 其 他 烷 化 剂 中 的 卤 原 子 , 也 不 算是 很 活泼 的 ,但 TPCK GEE REALE BD 
RRR 57 烷 化 ,而 其 他 一 些 烷 化 剂 却 不 能 ,所 以 就 这 一 点 来 看 ,试剂 本 身 不 具有 特殊 的 活泼 性 , 只 
能 认为 ,在 胰 凝 乳 蛋 白 酶 -TPCK 复合 物 中 ,组 氨 酸 -57 刚好 处 于 与 试剂 的 活泼 基 团 氛 甲 基 酮 十 
分 接近 的 位 置 ,因此 易于 发 生 烷 化 反应 。 

胰 和 蛋白酶 与 胰 凝 乳 蛋 白 酶 有 不 同 的 底 物 专 一 性 ,不 能 与 TPCK 反应 ， 但 能 与 自己 的 亲 和 试 
剂 - 毛 -3- 甲 蔡 磺 酰胺 基 -7- 氨 基 庚 酮 -2(TLCK) 所 抑制 7"。 TLCK 与 胰 蛋 白 酶 的 一 个 合适 的 底 


物 一 一 甲苯 磺 酰 赖 氨 酰 胺 (或 乙 酯 ) 有 着 十 分 相似 的 结构 :0 


| 
NH,—CH,—CH,—CH,—CH,—CH— C —OC,H; 


je) 
o> Pe 
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人 》 
| 
ee CH. CH.—CH,— CH—'C— CHCl 


CH; 
TLCK 


TLCK 试剂 分 子 上 也 有 二 个 氧 甲 基 酮 基 团 作为 烷 化 剂 。TLCK DE FEE SMR, BSE 
失 活 。 但 在 竞争 性 抑制 剂 苯 里 胀 ,或 8 M 脲 变性 的 情况 下 都 不 与 酶 反应 。TLCK 也 不 影响 胰 凝 
乳 蛋白 酶 的 活力 。 进 一 步 证 实 TLCK 结合 在 His-46 的 咪唑 基 上 rc。 和 

2. 动力 学 分 析 法 a ee 

B) DESMO MLAS DRL —, Wha ETI BIT De ERE BB 
的 材料 。 比如 ,Gutfreund55 研 究 了 pH 值 对 胰 酶 催化 活力 的 影响 ,在 25°C , LIAR FA E-L— A 
乙 酯 为 底 物 ,发 现 一 个 pK 值 为 6.25 的 解 离 基 团 与 催化 反应 有 关 。 这 意味 着 组 氨 榴 的 咪 叶 基 在 
酶 解 中 起 着 重要 作用 。 酶 蛋白 是 带 有 许多 解 离 基 团 的 两 性 电解 质 。 pH 改变 必然 要 影响 解 离 基 
团 的 解 离 状 态 。 处 于 活性 部 位 的 基 团 ,其 解 离 状 态 的 改变 会 直接 关系 到 酶 的 催化 活性 。 因 此 , 通 
过 pH 一 酶 催化 活力 关系 的 研究 ,可 能 得 到 与 催化 直接 相关 的 某 些 基 团 的 PK 值 ， 进 而 推断 此 基 
团 的 本 质 。 5 te yaa Set 

为 了 达到 上 上述 目的 ,首先 要 取得 反应 速度 参数 ,特别 是 Y/K。 对 pH 的 依 在 性 数据 。 通 过 作 
图 法 可 以 得 到 催化 反应 必须 基 轩 的 DK 值 (未 结合 底 物 的 游离 态 酶 的 pPK。)。- 蛋 白质 中 的 各 类 解 
离 基 困 的 pK 值 ,由 于 基 轩 分 布 的 影响 ,往往 同一 基 团 呈现 不 同 值 ,但 就 二 般 情况 而 言 , 每 二 种 基 
BAK LA pK 范围 ,因此 ,通过 分 析 比 较 ， 基 本 上 可 以 从 pK. 估计 基 团 的 种 类 。 由 于 各 类 
基 团 之 间 -pK 值 不 是 截然 分 开 的 ,有 一 定 程度 的 交叉 ,常常 采用 辅助 办 法 帮助 鉴定 基 困 。 其 一 是 
改变 反应 温度 作 pH 依存 性 实验 ,算出 解 离 热 A 雯 协助 判断 基 团 。; 另 一 种 办 法 是 适当 地 加 入 有 
机 溶剂 ,改变 溶液 的 电导 率 , 作 pH 依存 英 系 实验 ,从 pK. 的 变化 协助 推定 基 团 种 类 ci 

3. 光谱 法 在 活性 部 位 研究 中 的 作用 

最 常用 的 是 紫外 吸收 光谱 和 荧光 光谱 。 圆 二 色光 谱 也 越 来 越 多 地 用 于 这 方面 的 研究 中 。 使 
用 这 些 方法 的 依据 是 蛋白 质 分 子 中 含有 生 色 基 团 ， 也 可 以 用 化 学 修饰 法 人 为 的 引入 生 色 基 团 ， 
当 酶 和 底 物 结合 时 ， 位 于 底 物 结合 部 位 的 生 色 基 团 必然 发 生 革 种 变化 。 根 据 这 种 变化 可 以 推断 
生 色 基 团 本 身 。 通 过 化 学 修饰 法 引入 生 色 团 ,能够 查 明 生 色 团 周围 的 环境 ,从 而 推断 底 物 结合 部 
位 的 情况 。 下 面 仅 以 溶菌 酶 为 例 , 简 单 地 说 明 上 述 方法 的 应 用 。 如 图 12-9 所 示 ,Lehrer 等 人 5 
作 了 溶菌 酶 以 及 酶 同 底 物 (或 抑制 剂 ) 形 成 的 复合 物 的 草 光 光谱 。 溶 蓝 酶 的 莉 光 光谱 几乎 完全 依 
赖 于 色 氨 酸 残 基 , 其 量子 产量 为 6.5% , 比 一 般 蛋白 质 低 很 多 (20% 或 更 多 ) ， 这 意味 着 色 氨 酸 的 
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SOIC HLA TAN EE AAG. ANS ea EY At 与 结合 的 分 子 大 小 相应 ,荧光 
强度 增 大 ， 而 且 光 谱 稍 稍 向 短波 方向 移动 。 对 这 种 实验 结果 的 解释 是 这 样 : 在 酶 分 子 没 与 底 物 
结合 时 分 子 内 某 基 团 与 色 氨 酸 残 基 相 互 作 用 产生 消光 ,但 结合 后 一 屏蔽 了 某 基 团 与 色 氨 酸 的 作 
用 ,导致 荧光 光谱 的 变化 。 进 一 步 研 究 消光 变化 与 pH 的 关系 时 ,证 明 参 与 结合 底 物 的 色 氨 酸 不 
只 一 个 ,有 Try-62,63,108 ,而 参与 消光 的 基 轩 ,是 pK 值 为 3.5 和 :6.5 的 羧基 。 这 样 , 通 过 荧光 
光谱 的 研究 ， 得 知 溶菌 酶 活性 部 位 中 有 几 个 色 氧 


酸 和 二 个 羧基 。 120 
4。X= 光 衍射 分 析 法 研究 活性 部 位 结构 110 Q%) 
上 述 几 种 方法 虽然 很 有 用 ， 但 所 得 的 结果 还 © 100; ns 
是 比较 零碎 和 间接 的 。 近 年 来 ,将 酶 与 底 物 、 底 物 90 rN Vata ls + 0.3% (NAG),7.7 


KV Poe — MAI ERA ewIEEX- 80 jel Fame + 3 6 NAG 6:9 
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JERTHT ORGS , HG TE PE Pw fi RA DS HE 
Phot th, MINHA THB. BM 
CLOR SE et HY BE Ee . FA LAE Oe A X DIC ATT 
所 得 的 结果 基本 一 致 。 比 如 ， 通 过 化 学 修饰 法 和 
其 他 方法 得 知 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 His-57 和 Ser-195 
与 催化 活性 密切 相关 ;以 X- 光 衍射 法 又 进一步 证 ， 
ST 3X — pk ,His—57 和 Ser2195 MAXIMS iz, 


相对 荧光 强度 


记 春 之 间 有 所 链 联 系 ,处 于 分 子 表面 为 水 所 接近 300 20 300 G80 380 400 420 4 
此 外 ;还 发 现 Asp-102 在 His-57 PF fh, EZ BRK (nm) ; 
ALI RAR. = BH RARAS. 图 12-9 溶菌 酶 和 溶菌 酶 复合 物 的 荧 洛 光谱 


大 多 数 酶 的 活性 部 位 都 是 以 多 种 方法 确定 的 。 但 也 有 的 主要 以 X- 光 衍射 法 确定 的 ,5 以 
X- 光 衍射 法 确定 了 溶菌 酶 与 底 物 分 子 结合 的 空间 位 置 ,从 立体 图 上 显然 可 见 催化 裂解 糖 背 键 的 
基 团 只 能 是 Glu-35 和 Asp-52, 并 在 此 基础 上 提出 了 催化 反应 机 制 。 表 12-3 列举 了 几 种 酶 的 部 
分 研究 结果 。- 8 
Dh, BeBe | 
| BAD FAMINE DEUS HAA. FERRI BAP A BO ar (Allos- 
teric site), 这 是 1963 年 Monod 等 人 提出 来 的 cl9。 别 构 部 位 不 同 于 活性 部 位 ， 是 独立 于 活性 
部 位 之 外 的 另 一 酶 部 位 。 活 性 部 位 的 功能 是 结合 配 体 ( 底 物 ) 并 催化 转化 配 体 ， 而 别 构 部 位 虽然 
也 是 一 个 结合 配 体 的 部 位 ,但 结合 的 不 是 底 物 , 而 是 别 构 配 体 。 这 种 配 体 叫 作 效 应 剂 。 :效应 剂 在 
结构 土 与 底 物 训 无 共同 之 处 ,效应 剂 结合 到 别 构 部 位 上 引起 酶 分 子 构象 上 的 变化 ,从 而 导致 活性 
部 位 构象 的 改变 ,这 种 改变 可 能 增进 催化 能 力 , 也 可 能 降低 催化 能 力 。 别 构 部 位 结合 配 体 和 活性 
部 位 结合 底 物 不 同 , 配 体 本 身 并 不 受到 任何 化 学 变化 ,只 是 间接 地 影响 酶 活力 飞 增强 活力 者 叫 正 
效应 剂 ,反之 ; 称 为 负 效 应 剂 。 
前 文 已 经 介绍 过 天 冬 转 氮 甲 酰 酶 。 此 酶 催化 天 冬 氨 酸 和 氮 甲 酰 矶 酸 缩合 成 气 甲 酰 天 冬 酰 胺 
和 磷酸 。 这 是 合成 喀 啶 的 第 一 步 , 代 谢 途 径 的 最 后 产物 是 胞 喀 喧 核 苷 酸 三 磷酸 (CTP)CTP 是 反 
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% 12-3 几 种 酶 的 催化 基 团 


氨基 酸 残 基 总 数 催化 基 团 及 研究 方法 


AE RG Be BS eR i 124 His-12 (IAA) 无 2A 
His-119 (IAA) 

i ai Bg (2S 5A) 129 Glu-35 (和 X- 光 衍射 ) 无 oA 
Asp-52 (X-3¢RT St) 

牛 胰 凝 乳 蛋白 酶 A 245 His-57 (TPCK) 无 2A 
Ser-195 (DFP) 
Asp-102 (X- 光 衍射 ) 

4A 238 His-46 (TLCK) 无 2A 
Ser-183 (DFP) 
Asp-90 (X- 光 衍射 ) 

木瓜 蛋白 酶 212 Cys-25 (IAA) 无 2.8A 
His-159 (二 省 丙酮 ) 

JRAKRG A (4F) 307 Glu-270 (X- 光 衍射 ) Zn 2A 


Tyr-248 (X-JERT HHT) 
IAA: 础 乙酸 


倘 抑 制剂 ,是 天 冬 转 氨 甲 酰 酶 的 负 效 应 剂 。CTP 在 结构 上 与 天 冬 转 氨 甲 酰 酶 的 底 物 和 产 物 无 相 
似 之 处 ,但 它 能 和 酶 的 调节 亚 单位 结合 ,首先 引起 调节 亚 单位 构象 的 变化 ， 然 后 ， 传 导 到 催化 亚 
基 , 从 而 钝 化 酶 活力 。 

当然 ,并 不 是 所 有 的 酶 都 有 别 构 部 位 。 有 的 酶 可 能 只 有 活性 部 位 ， 而 无 别 构 部 位 * 有 的 酶 除 
有 具有 活性 部 位 而 外 ,还 具有 不 同 于 活 泪 部 位 的 配 体 结合 部 位 ,但 该 部 位 不 影响 活力 还 有 的 酶 有 
一 种 以 上 的 别 构 部 位 ,该 酶 的 活力 为 一 些 效应 剂 所 调节 。 另 外 ,也 并 非 所 有 酶 的 别 构 部 位 与 活性 
部 位 分 处 于 不 同 的 亚 单位 上 ， 天 冬 转 氨 甲 酰 酶 仅 是 一 类 极端 的 情况 。 但 是 不 论 是 处 于 同一 亚 单 
位 ， 还 是 不 同 亚 单位 上 , 别 构 部 位 和 活性 部 位 不 是 重 登 的 ,而 是 分 立 于 酶 的 两 个 区 域 。 

五 、 酶 的 专 一 性 与 诱导 契合 理论 

酶 的 专 一 性 也 称 特异 性 。 这 是 酶 与 非 生物 催化 剂 的 最 重要 区 别 之 一 。 比 如 * 蛋 白质、 脂肪 、 
淀粉 都 可 以 为 酸 所 催化 ,但 俱 化 效率 不 高 。 就 酶 来 说 ,情况 就 完全 不 同 了 ， 这 几 种 物质 分 别 由 蛋 
白水 解 酶 .脂肪 酶 和 淀粉 酶 催化 。 因 此 , 酶 的 专 一 性 也 就 是 指 ， 一 种 酶 只 能 催化 某 一 种 或 某 一 类 
物质 。 酶 的 专 一 性 是 生命 活动 所 必须 的 。 在 复杂 的 酶 体系 中 , 若 酶 没有 专 一 性 , 则 生命 物质 在 体 
内 有 规律 的 新 陈 代 谢 就 无 法 进行 ,当然 , 秆 命 也 就 无 法 存在 了 。 研 究 酶 作用 的 专 一 性 ， 可 以 了 解 
酶 催化 反应 的 范围 和 性 质 ,可 以 更 全 面 地 阐明 酶 在 代谢 过 程 中 的 功能 ,并 有 助 于 对 酶 作用 机 制 的 
了 解 。 

1, 专 一 性 的 类 型 : 

不 同 酶 专 一 性 不 同 ,有 些 专 一 性 很 高 ,有些 酶 则 较 低 。 大 致 可 以 分 为 三 类 ， 第 一 类 是 反应 专 
一 性 , 即 某 酶 只 催化 某 一 类 反应 。 例 如 , 醇 脱 气 酶 催化 伯 醇 氧化 为 醛 的 反应 :转氨酶 催化 氮 基 酸 和 
柄 酸 之 间 的 转 氮 反应 等 。 第 二 类 是 底 物 专 一 性 ， 这 是 指 对 某 一 特定 底 物 或 某 一 对 特定 底 物 的 催 
化 。 某 些 酶 的 底 物 专 一 性 比较 宽 , 如 转氨酶 类 ,蛋白 水 解 酶 类 ， 肽 酶 类 等 。 有 的 酶 的 底 物 专 一 性 
很 强 , 比如 脲酶 ,只 能 催化 脲 水 解 成 所 和 二 氧化 碳 , 而 对 脲 的 氛 或 申 基 取代 物 均 不 能 作用 (H?NC- 
ONHCI1,H,.NCONHCHs3), 
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NH, 


| | 
c—0+H,0 “2 NH +C0, 
| 


又 如 政 珀 酸 脱 氨 酶 仅 催 化 琥珀 酸 脱 氢 变 成 延 胡 索 酸 ( 反 丁 烯 三 酸 ) ， 而 对 琥珀 酸 的 同系 物 ， 丙 二 
酸 , 戊 二 酸 不 但 不 能 作用 ,反而 受 其 抑制 。 碳 酸 酝 了 梅 只 催化 碳酸 水 解 或 合成 ， 不 能 作用 于 其 他 物 
质 。 第 三 类 是 立体 专 一 性 。 酶 和 底 物 作用 时 ,不 仅 表现 化 学 专 一 性 ,往往 也 表现 出 立体 专 一 性 。 
COOH 
| 
CH. = RAMA ALA 
= HC+CO0H 
CH, | 
| HOOC—CH 
COOH 
Fide WAR AF Bik 
H,CO, aa Ho 了 = CO, 
酶 的 立体 专 一 性 是 相当 普遍 的 现象 。 可 以 说 ,几乎 所 有 已 知 的 酶 均 具 有 立体 专 一 性 ,不 过 作用 速 
度 有 很 大 差别 。 立 体 专 一 性 可 分 为 DL- 立 体 异 构 专 一 性 和 几何 异 构 专 一 性 。 

DEL- 立 体 异 构 专 一 性 。 旋 光 物 质 有 D- 和 上 工 -型 两 种 旋光 异 构 体 之 分 。 凡是 只 能 催化 D 
型 和 工 型 两 个 对 映 体 中 的 一 个 ,而 不 能 催化 另 一 个 的 特异 性 称 为 酶 的 DL- 立 体 专 一 性 。 这 是 绝 
对 立体 专 一 性 。 例 如 : D- 氨 基 酸 氧化 酶 只 能 催化 D- 握 基 酸 氧化 脱 所 ,而 工 -氨基 酸 氧 化 酶 只 催 

化 工 - 氛 基 酸 氧化 脱 氨 。 精 氨 酸 酶 只 水 解 工 - 精 氨 酸 ,不 能 水 解 D- 精 氨 酸 ， 


NH， NH, 
| | 
NH=C NH, (CH2)s3 
| | 
NH C=—O+ CH—NH, 
| ee | 
(CH2)s NH, COOH 
脲 素 L-& RR 
CH—NH, 
COOH 
工 - 精 氨 酸 


底 物 分 子 没 有 不 对 称 碳 原子 ,而 酶 促 反应 产物 含有 不 对 称 矶 原子 时 ,该 底 物 受 酶 催化 后 ， 往 
往 只 得 到 一 种 旋光 异 构 体 。 如 丙酮 酸 受 乳 酸 脱 氢 酶 催化 还 原 时 ,只 产生 工 -乳酸 ; 


| 乳酸 脱 气 本 | 
C=O +2H <> H—C—OH 
| 
COOH COOH 
丙酮 酸 L -乳酸 


有 些 酶 能 作用 于 D 型 和 工 型 两 个 对 映 体 ,但 作用 速度 有 大 小 之 别 ， 这 种 性 质 称 为 相对 立体 
专 一 性 ， 


QD 几何 异 构 专 一 性 ( 顺 反 式 立 体 特异 性 )。 含 有 双 键 的 物质 有 顺 、 反 两 种 异 构 体 。 有 些 酶 对 
于 顺 反 异 构 体 ,只 能 作用 其 中 之 一 , 称 这 种 性 质 为 几何 异 构 专 一 性 。 例 如 ， 延 胡 索 酸 酶 只 催化 延 
朗 索 酸 ( 反 丁 烯 二 酸 ) 加 水 变 成 苹果 酸 ,而 对 顺 丁 烯 二 酸 不 但 不 作用 ,反而 受 其 抑制 ， 


COOH 
HC—COOH Bs | 
| 了 各 天 汪汪 ei or 
HOOC—CH | 
CH, 
| 
COOH 
L- RM 


RAS te Se HE the DZS RAD. PR“ RE” IR ED i EO “Ie 
bye ee” RF BEM EL, BIRR DAA EAA EA GERD PE AA ZG 
合 至 少 得 有 三 个 点 ,否则 就 不 能 产生 立体 特异 性 。 比 如 ,为 了 区 分 配 体 A 和 其 镜 象 体 A“, 酶 的 和 、 

Y 民 三 个 基 团 与 底 物 结合 时 ,如 图 12-10 所 示 ， 


(a) 


图 12-10 ”结合 底 物 立体 特异 性 示意 图 
(a) 配 体 分 子 A 的 三 个 基 团 ab,e 与 酶 结合 部 位 的 三 个 基 团 四 、@\、@@ 相 互 作 用 〈b) 配 体 A' 是 
A 的 镜 象 对 映 体 , 酶 的 结合 部 位 ( 非 镜 象 体 ) 转 动 180 "以 使 加 对 准 a, (A b 和 “都 不 能 和 相应 的 兮 四 结合 。 


MAC A 与 酶 结合 时 ,图 .四 、@ 三 个 基 团 分 别 对 准 a,b,c =JEA. MRM A’ 结合 时 ， 把 固 对 
HE a, 则 四 、 包 和 相应 的 be 合 不 起 来 ,也 就 是 酶 不 能 结合 A 所 如果 酶 和 底 物 是 二 点 结合 ,显然 无 
SRSA MA’! 对 映 体 。 实 际 上 , 酶 的 活性 部 位 确实 不 是 一 点 、 二 点 、 而 是 由 一 些 基 团 组 成 的 多 
点 部 位 , 底 物 和 酶 的 结合 是 在 一 定 范围 内 的 空间 区 域 。 

2. 蛋白 水 解 酶 的 专 一 性 

酶 的 专 一 性 各 有 其 特点 ,这 里 仅 以 蛋白 水 解 酶 为 例 , 说 明 其 工作 情况 。 蛋 白水 解 酶 的 种 类 很 
多 , 专 一 性 各 不 相同 , 曾 一 度 认 为 , 专 一 性 表现 在 对 不 同 大 小 的 底 物 分 子 水 解 能 力 不 同 ,所 以 把 酶 
区 分 为 蛋白 酶 和 肽 酶 。 后 来 以 大 量 的 合成 底 物 进行 研究 , 才 认 识 到 ,决定 的 因素 不 是 底 物 分 子 的 
大 小 ,而 是 与 被 水 解 的 键 邻接 的 氨基 酸 侧 链 的 性 质 有 关 。 人 工 合成 底 物 时 ,可 根据 需要 设计 共 组 
成 成 分 ,可 以 是 不 同 氨基 酸 组 成 的 肽 、, 酯 或 酰胺 ,或 带 有 不 同 保护 基 的 各 种 各 样 的 合成 底 物 ,从 中 
找 出 一 些 规律 ,如 表 12-4,12-5,12-6 分 别 列 出 最 常用 的 蛋白 水 解 酶 与 部 分 底 物 的 作用 情况 。 
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表 12-4 ” 胰 有 蛋白酶 对 合成 底 物 的 作用 


底 Yo 作 
HR ZAR wie 
3¢ FARE HE ER ici 
EFF EN GAM me 
HE FB i OE : ‘ae 
HY RE LEME + 
Bs SE As SE WG +: 
赖 氨 酰 胶 
HERB RE CAE SURE) AGREE z 
HS Re (EE PHAR % 
Hie AA RL SEL | 7 


表 12-5 胰 凝 乳 蛋 白 酶 对 合成 底 物 的 作用 


底 物 fi: 
oe FES Se ZG Phy ged 
Ae FP BE CB SE) SA Pah ae 
葵 甲 酰 葵 丙 氨 酸 甲 酯 eee 
— CRAAAMIE | + 
SE SUR MENS RE mR oe ro! 
FARE ARS Se = 
“5 ARIE BE AE PE Me 和 


表 12-6 骨 和 蛋白酶 与 合成 底 物 的 作用 


底 物 作 
LEAR AAR . nee 、- 
ABLE SR EE TS ND Ree 
| APRUREREF EDERAL AR ， RD ik 
AR aes 
2 DE SE A SA 
CE TS REG A | i £ 
ORR DEAR ij 
RMR + 


ERE CCB) 酷 氮 酰 共 两 气 酸 
FERRER ARE Ch) BARR = 
FAIR SA AC HE AIR - 


CHE] “+” mS, feat 
“ 土 ”作用 很 慢 
作用 


用 
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胰 蛋 白 酶 水 解 的 链 必 须 是 碱 性 氨基 酸 (Arg、Lys) 的 羧基 形成 的 肽 键 、 酯 键 或 酰胺 键 , 此 碱 性 
氨基 酸 的 侧 链 碱 基 弯 取代 , 酶 便 完 全 不 作用 ,但 c-NH; 被 取代 却 有 利于 酶 的 作用 。 另外 ,被 水 解 
键 的 邻近 若 有 酸性 侧 链 则 不 利于 水 解 。 胰 蛋白 酶 虽然 是 蛋白 水 解 酶 ， 但 其 水 解 酯 键 的 速度 远 比 
肽 键 为 快 。 


NH, 


| 
R (CH4)4 R R 


| | 
7° .CH—CO—Ni—CH—Co-LNH—CH—Co—NH—CH- ee 
胰 凝 乳 蛋白 酶 与 胰 蛋 白梅 类 似 ,能 水 解 肽 键 、 酯 键 、 酰 胶 刍 。 水 解 酯 键 的 速度 大 于 肽 键 。 要 
求 被 水 解 的 键 有 芳香 族 氨 其 酸 ( 共 丙 气 酸 、 酷 灸 酸 ) 的 次 基 参 与 ,其 邻近 不 能 有 自 直 效 基 存在 。 芳 
香 族 氨基 酸 的 c-NH 被 酰 化 ,增强 酶 的 作用 速度 。 
OH 
| 


© 


| 
R CH, R 


| 
°° -CH—CO—NH—CH—CO+-NH—CH—CO—NH- oe 
胃 和 蛋白 酶 只 作用 于 肽 键 而 不 能 作用 于 酯 键 和 酰胺 键 。 SER AK EG BR A HE BR 
〈 酷 氛 酸 和 葵 丙 氨 酸 ) 的 氨基 和 酸性 氨基 酸 ( 谷 氨 酸 天 冬 氨 酸 )、 蛋 氨 酸 的 羧基 形成 的 肽 键 ， 酸 性 


氮 基 酸 的 侧 戏 羧基 必须 是 未 取代 的 。 另 外 ;邻近 氨基 酸 上 不 能 有 自由 氨基 。 


os 
COOH 


| | 
R (CH2)>o CH, BS 
bei .CH—CO—NH—CH—Co-LNH—CH—CO—NH—CH. i 
YIP A BS EN ER AY, ARETE _E RARE AS ER Dy i Ak fe ET eS eT , Ui BS 
度 也 很 不 相同 。 羧 肽 酶 作用 于 多 肽 时 要 求 肽 键 之 后 有 自由 羧基 ， 邻 近 若 有 自由 氨基 便 抑 制 酶 的 
作用 。 氨 肽 酶 与 之 相反 ， 需要 在 被 水 解 肽 儿 的 一 侧 有 自由 的 c- 氨 基 ， 酶 活性 受 邻 近 的 自由 羧基 
抑制 。 羧 肽 酶 和 氨 肽 酶 各 不 止 一 种 。 每 种 对 C- 末 端 或 N- 示 端 氨基 酸 的 性 质 都 有 特殊 的 要 求 。 
这 二 种 酶 都 不 能 水 解 二 肽 。 二 肽 酶 只 作用 于 二 肽 ,要 求 相 邻 的 两 个 氨基 酸 上 的 @-NH2 和 a-CO- 
OH 同时 存在 。 二 肽 酶 有 多 种 ,不 同 的 二 肽 酶 对 底 物 成 分 有 不 同 的 要 求 。 
R R 


| | 
TO 


3. 锁 钥 学 说 与 诱导 契合 理论 
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Fischerc9 早 在 1894 年 就 提出 了 锁 钥 学 说 ,也 有 人 把 此 学 说 称 为 模板 学 说 。 锁 钥 学 说 认为 ， 
酶 与 底 物 之 间 在 结构 上 有 严格 的 互补 关系 ,如 果 底 物 分 子 在 结构 上 有 微小 的 改变 ,就 不 能 契 人 本 
分 子 中 ,因而 不 能 被 酶 作用 。 如 图 12-11 所 示 ， 


(£) 


( 侧 ) 


图 12-11 酶 作用 的 锁 银 学 说 示意 图 


锁 钥 学 说 在 结构 上 的 严格 要 求实 际 上 意味 着 酶 分 子 结构 在 形状 上 是 固定 的 盖 而 且 是 硬 的 。 

如 果 酶 分 子 构象 发 生 微小 的 变化 ， 自 然 就 破坏 了 和 底 物 的 契合 关系 。 但 是 ， 越 来 越 多 的 事实 说 
明 , 锁 钥 学 说 虽然 有 合理 的 内 核 ， 但 与 许多 实验 事实 不 符 。 因而 在 1958 年 Koshland ”提出 了 
BHRAMit. Koshland 保留 了 底 物 和 酶 之 间 的 互补 概念 ,但 认为 酶 分 子 本 身 不 是 固定 不 变 的 
硬 东西 , 酶 分 子 活 性 部 位 的 氨基 酸 侧 链 的 排 布 是 具有 一 定 柔 性 的 ; 酶 分 子 与 底 物 的 契合 是 动态 的 
契合 , 底 物 分 子 可 诱导 酶 分 子 构象 发 生 一 定 的 变化 ,以 利于 两 者 的 契合 和 催化 反应 。 更 具体 一 点 
说 , 当 酶 接近 专 一 性 底 物 时 , 底 物 诱导 酶 活性 部 位 构象 发 生变 化 ,使 得 催化 部 位 各 基 团 正确 排 布 ， 
使 催化 基 轩 位 于 底 物 敏感 键 附近 正确 的 位 置 , 二 者 互相 契合 ,形成 酶 - 底 物 复合 物 。Koshland 以 
各 种 模型 说 明 诱 导 契 合 学 说 "2 3。 图 12-12 是 上 述 理论 的 简单 说 明 。 


图 12-12 Koshland 诱导 契合 理论 “〈a) 底 物 接近 活性 部 位 (b) 底 物 结合 诱导 催化 基 团 A 和 了 B 正 
确 排 布 (c) 和 (d) 底 物 类 似 物 (竞争 性 换 制 剂 ) 与 酶 的 结合 ,与 基 团 C 相 适 应 ,但 催化 基 团 排 布 不 当 。 


从 图 13-12 可 见 , 只 有 底 物 才能 诱导 催化 基 团 A 、B 正确 地 排 布 以 便 进 行 催 化 反应 ， 而 底 物 
类 似 物 不 论 大 小 如 何 , 尽 管 也 能 与 结合 基 团 C 契合, 但 由 于 A、B 方 位 不 正确 而 不 能 发 生 反应 。 
“诱导 契合 说 "不 仅 能 解释 锁 钥 学 说 不 能 解释 的 实验 事实 ,而 且 近 年 来 ,应 用 各 种 物理 化 学 方 
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yan: X- 光 衍射 分 析 \ 旋 光 色 散 、 圆 工 色 性 * 核磁 共振 、 差 示 光 谱 等 》 确 实证 明了 本 上 与 底 物 结合 
时 酶 的 构象 发 生变 化 。 以 和 X- 光 衍射 法 看 到 子 溶 菌 酶 . 羧 肽 酶 A :弹性 蛋白 隆 `\ 乳 酸 脱 氢 酶 等 在 与 
底 物 以 及 底 物 类 似 物 结合 上 时， 活性 部 位 的 构象 发 生 轻微 的 变化 比如， 谥 菌 酶 与 (NAG) 结 合 
时 , 糖 残 基 C 环 上 的 0O-6、O-3 原子 与 Try-62、Try-63 A S|MEN TG R24, Try-62 mI oh 
大 约 0.75 人 .另外 , 羧 肽 酶 A 在 与 合成 底 物 甘 氨 酰 - 酷 氨 酸 结合 时 ，Tyr-248 酚 羟 基 移动 了 12 人 A， 
相当 于 酶 分 子 直径 的 1/4。 

底 物 分 子 与 酶 结合 上 时， 诱导 酶 分 子 活 性 部 位 构象 发 生变 化 ， 这 一 事实 并 不 难 理解 。 我 们 知 
道 , 天 然 蛋 白质 的 构象 是 各 种 作用 力 协 调 一 - 致 的 结果 ， 如 果 环 境 发 生 微小 的 变化 , 就 可 能 引起 构 
Ri WME, KERR MAS, MR, RSAC A, 必然 引起 作用 力 的 变化 ,活性 
部 位 中 有 些 基 团 必 然 改 变 原来 的 结合 方式 , 转 而 和 配 体 结 合 , ORR, 在 活性 部 位 内 部 引起 了 新 的 
区 放任 ， 

、 酶 原 激活 

内 从 注册 以 无 活性 的 前 体形 式 存 在 。 酶 的 前 体 叫 作 酶 原 。 在 研究 酶 的 结构 与 
活性 方面 , 酶 原 激活 是 一 个 很 好 的 课题 。 比 如 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 、 腊 蛋白 酶 原 都 是 在 胰 细 胞 内 合成 
的 ,然后 输送 到 胞 外 消化 系统 中 。 可 以 想象 , 如 果 蛋 白水 解 酶 在 胞 内 一 合成 出 来 就 有 活性 的 话 ， 
对 胞 内 的 其 他 和 蛋白质 成 份 是 个 威胁 。 EES oo 
性 的 一 种 办 法 。 

在 酶 原 激 活 过 程 中 ， 酶 原 分 子 结构 发 生 了 什么 样 的 变化 呢 ?: 这 方面 的 工作 -下 吸引 着 大 们 
极 大 的 注意 。 下 面 以 胰 凝 筷 蛋 白 酶 原 为 例 ， 说 明 激 活 的 大 致 过 程 。 胰 凝 乳 蛋白 梅 原 在 少量 胰 栈 
作用 下 ,激活 成 有 活性 的 肛 凝 乳 和 蛋白 酶 .这 是 个 很 复杂 的 过 程 ,涉及 一 系列 结构 土 的 变化 ,通过 对 
该 酶 原 激 活 的 研究 ,大 致 可 以 弄 清 两 个 问题 ; 人 
象 的 变化 上 看 活性 部 位 。 

由 于 胰 酶 的 用 量 不同 ， BO SLE RUE A Baa A= A aia ie Ab 
一 个 自我 催化 过 程 。Jacohsenc22? 首 先 描述 了 快速 激活 过 程 ,而 后 Bettelheim™ 7 A WUE TE 
细 的 研究 。 PTE LAIR ak RE Arg-15 和 Jle-16 之 间 的 肽 键 开 始 , 首先 生成 活性 的 < 型 胰 凝 乳 
蛋白 了 酶 ， 此 后 ， 在 自我 催化 作用 下 水 解 第 二 从 肽 键 (Leu-13 和 Ser-14 之 间 的 肽 键 ) 生 成 5- -型 酶 和 
—4* ik Ser- “Arg, Helis 2 2A RHIC, 25 nt o- Wie FL Ee A Be, 并 产生 第 三 个 全 有 -Asn。 如 
图 12-13 itm: 

胰 凝 乳 蛋白 酶 原 在 9- pene LT Wo fF SA CTV Asnl4s-Alal 和 
Leuls-Serl4) ,其 水 解 产物 叫 作 新 嘴 凝 乳 蛋白 酶 原 (neochymotrypsinogen)。 新 胰 凝 乳 蛋白 酶 原由 
胰 醒 裂解 Arg'5Te" 肽 键 之 后 激活 。 因 此 ,有 人 认为 ， 大 部 分 c- 胰 凝 乳 蛋白 酶 并 非 6- 胰 凝 乳 蛋 
Di 物 ， dieiew i bern ieeeneesialli 


i —- he $ 构 的 变化 ， 已 大 致 请 楚 了 5146 二 147 ,148—-149 隐 键 断裂 并 不 产生 活力 513- ni 
BULA AED, AA Arg!?-Tle'? 肽 键 断 裂 才 使 酶 原 激 话 ， 显然 ， 产 生 NHirIle 是 活力 起 动 的 
关键 。 但 是 单 从 一 级 结构 变化 本 身 还 不 能 回答 酶 原 为 什么 经 过 这 样 的 变化 就 变 成 活性 形式 这 
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re ' 机 
一 er 法 局 5 也 ae eee 13 Ile Za 
Tyri46 Ala 4 t—Tyri46 Alattt 
Asn 14 15 


Asn 


新 胰 凝 乳 蛋 自 酶 原 Barat Ag a sea 
7 
Fie Asn At | 
16 
=e Bi ect “nrc? te a6 Leu!® Ile 
ae Thr! na Tyr 46 Ala tt? 

Asn Ee /Asn 
| i hla Y— REESE 


Tyr — Asn 


; me 
Leus’—Ser/*—Arg!® Jen Leu ie lie 
上 My t oop hrded pope 14 Tyr 146 Bharat asn+42) 4249 

Asn 


yA alg Os Be | ’ 47 一 ， ie] 


(pee Ah ag 
: Rod 4 He — FALE FL Be 
si Dox 9: ， ， zx- 胰 凝 乳 蛋白 酶 RAR ay 
me i$ B 
Te , | Leu tte 18 . 


Asn 
6- 胰 凝 乃 蛋 白 酶 - 


12-13 ” 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 激 活 图 示 


样 二 个 更 加 深 大 的 问题 。 如 果 从 酶 原 激活 过 程 中 构象 的 变化 观察 活性 部 位 ， 似 乎 对 这 个 问题 的 
理解 就 更 加 深入 了 。 

X- 光 衍射 分 析 结 果 证 明 ; 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 与 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 三 级 结构 很 相似 55, 主 链 的 走 
向 和 肽 链 的 折 私 方式 没什么 变化 。2.5 人 A 分 辩 水 平 证 明 ， 活 性 部 位 中 的 电荷 接力 系统 的 三 个 基 
Ser-195,His-57, Asp-102 的 空间 排 布 也 相似 ,只 有 His-57: 的 咪唑 平面 稍 有 偏转 。 看 来 , 酶 原 
和 酶 不 仅 整个 分 子 构象 类 似 , 而 且 活 性 部 位 局 部 结构 也 类 似 ; 显然; 酶 原 活 力 的 发 动 仅 与 活性 部 
位 局 部 细节 的 变化 有 关 。 关键 区 域 是 与 le-16 有 关 的 局 部 。 由 于 Arg'—lle!® 肽 链 断 开 ,产生 
了 llel 为 N- 未 端的 B 链 ，Ile-16-Val-17 围绕 主 链 旋转 180。， 重新 定位 ， 并 与 分 子 内 部 的 
Asp-194 形成 离子 对 。Asp-194 在 酶 原 中 与 His-40 的 N° 形成 氨 键 ,在 激活 过 程 中 ,Asp-194 改 
变 了 位 置 ,指向 He-16, 而 His-40 的 N° 5 Gly-193 的 痰 基 氧 形成 氨 键 。 此 外 ，Arg-145 的 肌 基 
在 酶 原 中 与 分 子 内 部 的 Asp-194 的 -COOH 很 接近 ,两 者 之 间 有 静电 作用 力 。 激活 后 Arg-145 
离开 原 位 ,伸展 到 溶剂 中 。Met-192 在 酶 原 活化 中 从 隐蔽 位 置 转 到 分 子 表面 。 总 之 , 酶 原 激 活 在 
分 子 结构 十 有 如 下 变化 ; D Aig-15-Ile-16 肽 键 永 解 / 产生 游离 的 -CO0- 和 NH, "HEH; @ YK 
离 的 NH+s 基 团 进入 分 子 内 部 同 隐蔽 的 Asp-194 相互 作用 ，@@ 16 一 17 GUBEBE TE BER Rede 
来 ; 由 ji 分子 内 部 的 .Asp-194 离开 His-40, 而 His-40 45 Gly-193 形成 氢 键 ;@ 带 正 电荷 的 Arg- 
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145 离开 分 子 表面 进入 溶剂 ; © 分 子 内 部 的 Met-192 转 到 分 子 表面 ; @ 214 一 217 片段 的 位 置 


eh ad 有 所 变化 ,可 能 与 结合 底 物 有 关 。 看 来 ， 在 酶 原 分 子 中 ,特异 性 结 
q&a 合 底 物 的 槽 穴 仅 部 分 存在 ,由 于 Ile-16 N-Fe tia HL, 引起 一 系 
二 一生 列 的 构象 的 变化 ,特别 是 Met-192 的 转动 ,形成 了 能 与 特异 性 底 
物 相 结合 的 完整 的 疏水 口袋 。 
七 、 同 工 酶 


同 工 酶 (isozymes 或 isoenzymes) 是 催化 同一 反应 ， 或 者 说 ， 
具有 同样 特异 性 而 结构 不 同 的 酶 。 结 构 不 同 包括 一 级 结构 或 高 
级 结构 ， 亚 单位 的 纯 合 与 杂 合 ,等 位 基因 产物 或 非 等 位 基因 产物 ， 

蛋白 质 合成 后 修饰 上 的 差别 。 由 于 同 工 酶 结构 上 的 差异 反 喘 在 
图 12-14 LDH 同 工 酶 的 电泳 
分 离 。 酶 的 性 质 上 也 有 所 不 同 , 比 如 有 具有 不 同 的 反应 动力 学 常数 ,不 同 的 
Fee eRe REET FCA, ATG CERNE Me te iA Ay SHAE. EAE 
-1, 中 间 样 品 是 LDH 1 一 5 的 混合 物 。 章 中 多 称 “ 同 功 酶 ,这 一 叫 法 不 妥 " ,还 是 叫 " 同 工 酶 ”更 确切 。 
动物 器 官 中 的 她 酸 脱 气 酶 (LDH) 是 同 工 酶 的 一 个 很 好 的 例子 。 除 极 少数 而 外 , 工 -乳酸 脱氧 
酶 分 子 量 接近 140,000, 由 四 个 亚 单位 组 成 ,每 个 亚 单位 分 子 量 接近 35,000。 人 体 有 五 种 乳酸 脱 
氢 酶 同 工 酶 ,不 同 的 组 织 有 不 同 的 比例 。 四 个 亚 单位 有 两 种 类 型 ,分别 叫 再 亚 单位 和 M 亚 单位 。 
心肌 中 以 了 4 为 主 ， 骨 骼 肌 中 以 M4 为 主 ， 在 其 他 组 织 中 存在 着 再 、M 的 杂 合 体 〈HsM，H2zM:>， 
了 Ms)。 在 五 种 不 同形 式 的 LDH 中 ,HELDH 叫 作 LDH=I (# LDH-A), M,LDH 叫 作 LDH-5 
(或 LDH-B)， 杂 合体 分 别 叫 作 LDH-2、LDH-3、LDH-4。 两 种 菜 型 亚 单位 在 许多 方面 有 所 差 
别 ， 但 最 重要 的 差别 是 氨基 酸 组 成 和 螺旋 结构 以 及 nc 等 动力 学 性 质 不 同 。 因 和 氨基酸 组 成 不 
同 , 则 带电 荷 情况 不 同 , 所 以 可 用 电泳 法 把 不 同类 型 的 LDH 分 开 。 电 永 图 谱 如 图 12 一 14 所 示 

两 种 类 型 亚 单位 的 米 氏 常数 显著 不 同 。 骨骼 肌 LDH 的 对 应 底 物 丙酮 酸 的 和。 值 高 ， 因 此， 
当 丙 柄 酸 浓 度 增 加 时 , 酶 反应 速度 增 大 。 而 心肌 LDH 对 丙酮 酸 底 物 的 天 。 值 低 ， 丙 酮 酸 浓度 增 
大 时 , 酶 很 快 饱和 ， 反 应 球 度 不 能 随 着 底 物 浓度 的 增加 而 增 大 ,而 且 在 高 丙酮 酸 浓度 时 活力 被 抑 
制 。 如 表 12-7 Bra: 


表 12-7 ALDH 对 各 种 不 同 底 物 的 Kw 值 


底 物 H-LDH (x10-42《) M-LDH (x 1074) 
丙酮 酸 122 4.6 

a=- 丁 酮 酸 17 63 

<x- 酮 戊 酸 54 101 

L- 了 乳酸 41 143 
L-a- ye 3 | We 44 | - 


基于 上 述 , 肌 肉 中 LDH-5 多 ,而 心 \ 脑 中 LDH-1 多 。 肌 肉 中 可 能 产生 大 量 的 乳酸 , 心 \ 脑 则 
HAS, 在 高 该 度 肉 碘 酸 条 件 下 ， 丙 酮 酸 不 能 转变 为 乳酸 ,被 迫 进 入 TCA 循环 ,氧化 提供 能 量 。 说 
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明 不 同 器 官 存在 的 同 工 酶 与 各 器 官 的 代谢 环境 相 适 应 ,起 着 不 同 的 生 青 功 能 。 
So MAE I el 


上 一 节 中 大 致 说 明了 酶 在 结构 上 的 特点 。 酶 的 结构 是 行使 催化 功能 的 基础 。 但 是 ,还 没有 
回答 酶 是 怎样 结合 底 物 , 又 怎样 进行 催化 , 哪些 因素 促成 酶 具有 异乎 寻 当 的 高 催化 效率 等 , 这 样 
一 些 根本 性 问题 。 这 类 问题 也 可 以 说 是 酶 的 催化 机 制 问题 ,也 就 是 要 说 明 酶 反应 的 各 个 步骤 ,其 
中 主要 是 说 明 化 学 键 的 裂解 和 新 键 形成 的 机 理 。 比 如 甲 基 首 与 氯 离子 的 简单 取代 反应 ， 生 成 甲 
基 氯 和 省 离子 ,这 个 反应 被 认为 是 Cl 攻击 甲 基 的 碳 ,同时 置换 出 Bro, 

H 
Cl] 一 -> 一 BT 一 >CHasClI 二 Br 
yo as 


H H 
TAPS AS HE HCL il A PRE ATR A ae Re Ta EAH KT A EERE, Hh 
响 酶 催化 效率 的 因素 有 了 一 个 轮廓 性 的 了 解 , 认识 到 了 一 些 规律 , 但 还 有 很 多 问题 需要 解决 ,还 
有 很 多 规律 性 的 东西 没有 和 掌握。 显然 ,彻底 阐明 酶 的 催化 机 制 是 酶 学 研究 的 长 期 任务 。 

一 、 过 渡 态 与 活化 能 

还 以 上 述 Cl 与 CHsBr HRA MAR, ClL 对 甲 基 碳 原子 的 攻击 过 程 中 ,在 某 一 时 刻 , 由 
于 C—Br 键 的 拉 长 ,部 分 破坏 ,而 新 键 C—Cl 部 分 生成 ,处 于 这 和 神 状 态 的 化 合 物 不 是 一 个 普通 化 
合 物 ,而 是 对 底 物 和 产物 两 方 来 讲 , 在 能 量 上 都 是 不 稳定 的 化 合 物 。 这 个 不 稳定 的 中 间 结 构 , 叫 
(EVE AS. An 12-15 (a) 所 示 ; 


图 12-15 毛 离 子 与 甲 基 省 的 取代 反应 (a) 过 渡 态 的 形成 (b) 从 反应 物 到 产物 
自由 能 对 反应 过 程 作 图 


此 时 ,与 中 心 碳 原子 成 键 已 不 是 正四 面体 , C 一 互 键 在 一 平面 上 ,C1 与 Br 和 碳 原子 间 的 部 分 
键 与 平面 呈 直 角 。 图 12-15(b) 是 表示 过 渡 态 的 作 图 。 纵 坐标 是 自由 能 环 , 横 坐标 是 反应 坐标 。 

反应 坐标 通常 并 不 指定 严格 的 物理 意义 ， 但 是 代表 了 从 反应 物 到 产物 的 反应 进程 ，A 是 底 物 
Arty FE, AAA ACME. AR? 是 过 渡 态 和 底 物 之 间 环 之 益 ， 叫 作 活 
(OH HARE. ACE TRA RE BESS. WU AT, 底 物 (或 称 为 反应 物 ) 转 变 到 产物 之 前 必须 县 备 
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某 一 最 小 能 量 ， 以 便 通 过 过 淡 态 。 该 “最 小 能 量 ? 就 是 活化 自 直 能 。 
如 果 我 们 考虑 信和 了 两 分 子 的 反应 ,以 AB- 代 表 过 渡 态 , 则 ， 


A+B-——AB* 
DK 28 aE EE 
| et eee 

~ “EFAILB] 
从 A 、B 形成 AB+ 的 活化 自由 能 ， 

AF* =—RTInK* (12-1) 
反应 速度 取决 于 单位 时 间 内 进入 过 渡 坊 的 分 子 数目 277 可 表示 为 ， 
RTs, Pht | 
wo Nh LAB) ; nates 2 


RGFAT er is BFA MT i, BE, NPY ti HIN ak 37 is BK 5 eee ea. MA: 
[ABt]=K*t[LA][B] 
则 ， 


v= K*LAICBI=ALA TBI 2 Bi AAG 9-3) 


A ST Ba DE SLR 


k=—— K* - (12-4) 


BAER (12-4) ROTEL RE EAH IK) RE KU, K* 值 大 意味 着 在 给 定 的 反应 物 浓 


度 下 过 渡 态 分 子 浓度 大 。 从 式 (12-4) 可 以 计算 K+, 从 而 ,可 以 算出 活化 自由 能 Az+ Best 12-1 
计算 ) 。 由 此 可 见 , 反 应 速度 快 者 ,活化 自由 能 较 小 ; 生物 体系 在 极 温和 的 条 件 下 ,以 自身 特有 的 
生物 催化 剂 降低 活化 自 十 能 , 诅 加 反应 速度 。 在 常温 25*C 下 , 酶 催化 反应 是 非 催化 反应 的 10°~ 
105 倍 。 为 了 加 深 鸭 酶 催化 反应 的 理解 ,下 面 我 们 比较 一 下 酶 俱 化 和 非 催化 反应 。 双 分 子 A、B 
反应 如 图 12-16- 所 示 ， 


+ 
+ 


+ (Rk) 7 
E+A+B=E+ABt_,E+7* 


x, fe 


eR 
EARS EABt__5 E 十 产物 


Kt 
12-16 


leh Eig PEER ES et AB’ LUE 28 ASE ILI I 下 面 的 路 线 是 酶 俱 化 反应 , 先 形 成 酶 - 底 物 复 
合 物 EAB, 通 过 EAE+ 过 渡 态 ,以 新 的 表 观 速度 常数 tn 反应 。 形 成 EAB+ 可 以 按 E+A+B 一 > 
EAB-->EAB 路 线 ,也 可 以 从 E+ A+B--3E AB! > BAB* 得 到 。Ks RE+A+ BI 


- 314 。 


BAB 酶 - 底 物 复合 物 的 平衡 常数 ,kt 是 EAB 形成 EAB; 的 平衡 常数 。 因 AB+ 是 不 EIT 
在 的 物质 ， 所 以 三 是 AB+ 结 合 到 酶 上 形成 EAB+ 的 理论 平衡 常数 。 从 图 12-16 可 以 得 到 下 式 ， 
k Kix? KE™ (12-5) 


+ + 
ky>k, Wi, KES Kt 
从 (12-5) 可 知 ， 
十 
本 (12-6) 


Ki> Ko BUNGE AGERE AIDA BAAS. 这 个 结论 很 重要 , 使 我 们 对 酶 的 专 一 
性 有 了 进一步 的 认识 。 显 然 ; 酶 对 底 物 和 产物 都 有 某 种 程度 的 专 一 性 ,但 酶 对 过 渡 态 的 专 一 性 最 
强 。 按 照 这 种 理论 合成 了 一 些 酶 的 “过 渡 态 类 似 物 ” -这 种 物质 应 该 是 结构 上 类 似 于 酶 催化 反应 
中 的 过 渡 坊 ,然而 是 二 个 稳定 的 化 合 物 , 这 种 物质 应 该 很 牢固 地 结合 到 酶 分 子 上 ， 应 该 是 酶 的 最 
好 的 抑制 剂 (因而 也 叫 作 过 滤 态 抑制 剂 )。 

溶菌 酶 的 底 物 是 N- 乙 酰 - 葡 萄 糖 胶 NAG 和 玖 -乙酰 糙 质 酸 NAM 交替 组 成 的 聚合 物 。 从 
实验 观察 得 知 ,在 过 渡 态 时 ， 底 物 的 一 个 残 基 被 迫 众 椅 式 构象 变 为 不 稳定 的 半 乔 式 梅 象 } 到 应 就 
发 生 在 这 个 形变 的 残 基 上 。 按 “ 过 渡 态 ”的 要 求 ,合成 了 NAG DOSER ASAT, IGA RAED 
环 内 酯 代替 六 碳 环 ， ei +a 


三 一 NAG 环 内 酯 (NAG), 


稳定 的 环 内 酯 是 半 椅 式 构象 ,符合 "过滤 态 类 似 物 的 条 件 。 事 实 上 也 发 现 三 一 NAG 一 环 内 酯 化 
合 物 和 溶菌 酶 的 亲和力 比 (NAG)4 大 3600 倍 。 

“从 王 述 可 知 ; 酶 分 子 是 一 个 在 结构 上 与 所 催化 的 反应 的 活性 复合 物 GEA) 互补 的 分 子 。 
酶 对 活性 复合 物 的 吸引 导致 能 量 的 降低 ， 因 而 降低 了 反应 的 活化 能 ,增加 了 反应 速度 2 。 人 参看 
12-17... 

=. WMA 

| PORATED. 任 一 化 学 反应 的 道 向 反应 机 制 必定 是 正 向 反应 机 
制 的 逆转 。 按 此 原理 ,如 果 知 道 了 某 反 应 机 制 , 其 逆反 应 机 制 也 就 清楚 了 。 另 外 ,也 可 以 这 样 说 ， 
酶 所 催化 的 正 同 和 逆向 反应 必然 发 生 在 酶 的 同一 活性 部 位 上 。 微 观 可 逆 性 原理 在 研究 酶 的 催化 
-机制 时 很 有 用 ， 往 往 能 够 检验 所 提出 的 机 制 是 否 正确 。 

三 、 降 低 活 化 自由 能 的 几 个 因素 
1. 邻近 (Proximity) 和 定向 (Orientation) 


非 酶 路 线 


标准 自由 能 (F?) 


”ww 一 一 一 一 一 一 mm 


“es. 
mee 
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图 12-17 双 分 子 反应 活化 图 (A + B 一 > 产物 )。 非 众 化 和 酶 催化 反应 活化 能 的 比较 .| AFT: 非 
催化 反应 ; AFE: 酶 催化 反应 活化 能 之 差 。 

“邻近 ?效应 系 指 A 和 了 两 个 底 物 分 子 结合 在 酶 分 子 活性 部 位 上 ,其 反应 基 团 互 相 靠近 ,从 而 
降低 了 进入 过 滤 态 所 需要 的 能 量 , 这 种 效应 称 为 邻近 效应 。 邻近 效应 是 对 有 机 催 化 和 酶 的 催化 
反应 都 有 影响 的 因素 。 显 然 ,邻近 效应 大 大 增加 了 反应 物 的 有 效 浓 度 。 正 如 大 家 所 问 知 的 那样 ， 
化 学 反应 速度 与 反应 物 的 浓度 成 正比 。 如 果 在 反应 体系 中 , 某 一 区 域 增加 反应 物 浓度 ,其 反应 速 
度 也 相应 提高 。 

酶 催化 反应 的 邻近 效应 ,使 得 活性 部 位 的 底 物 的 有 效 浓 度 远 远大 于 溶液 中 的 浓度 , 底 物 浓度 
大 ;当然 反应 速度 加 快 。 这 个 效应 也 可 以 从 另 一 个 角度 加 以 说 明 ;， 在 溶液 中 ;A 和 了 两 分 子 进入 
过 滤 态 AB+ ,此 过 程 的 AS+ 是 个 较 大 的 负 值 。 因 为 ， 

AF* = AH*+—TAS* 
所 以 读 过 程 的 AF#+ 亦 较 大 。 但 对 酶 催化 反应 来 讲 ,由 于 “邻近 ?效应 , 酶 的 活性 部 位 先 结合 人 A 、B 
两 分 子 , 反 应 物 在 反应 之 前 已 大 大 失去 活动 的 自由 度 ,使 得 进入 过 滤 态 的 AS+ 负 值 大 幅度 下 降 。 
因此 ,与 溶液 中 A、B 两 分 子 反 应 的 AF+ 相 比 ,AF+ 大 大 降低 ,从 而 加 快 反应 速度 。 

“定向 ”和 “邻近 > 紧密 相关 地 影响 着 本 催化 反应 效果 。A 、B 两 分 子 为 进入 过 滤 态 ,其 两 个 反 
应 基 团 的 分 子 轨道 要 交叉 ,并 有 极 强 的 方向 性 , 稍稍 脱离 基 团 之 间 的 正确 方向 ， REM MSA 
能 量 ,才能 进入 过 渡 态 。 反应 物 结合 在 专 一 的 活性 部 位 上 ,给 分 子 轨道 交叉 提供 了 良好 的 条 件 ， 
这 是 溶液 中 由 于 分 子 磺 撞 而 进入 过 渡 态 所 远 远 比 不 了 的 。 对 酶 催化 反应 来 讲 ; “名 近 ?和 “定向 
虽然 是 两 个 概念 ,但 实际 上 是 共同 产生 催化 效果 的 。 显 然 , 酶 的 “邻近 “定向 ?效应 对 双 分 子 反应 
的 效果 大 于 单 分 子 的 效果 。 

另外 ,从 使 分 子 间 的 反应 转 为 分 子 内 的 反应 可 加 大 反应 速度 的 角度 来 看 ,可 以 加 深 对 “名 近 ” 
“定向 ”效应 的 理解 .比如 硫 酯 的 催化 水 解 ,以 咪唑 基 为 优化 剂 ， 
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如 有 果 此 反应 以 分 子 内 形式 出 现 ， 则 ; 


O 
CH,— C~/SCH.—C.Hs CH,—¢ Vv 
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CH,— C—O- 
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其 反应 速度 提高 100 倍 。 葵 乙酸 盐 的 催化 水 解 以 叔 胺 为 催化 剂 , 由 分 子 间 转 为 分 子 内 反应 ,反应 
速度 可 提高 1000 倍 。 
| 
一 一 - —0--C— CH > (CH,)3N: 全 OH +CH,COO- +Ht 
1 】 
& 和 —CH, O-—cC —CH, 
=e ‘ tks +H? 
ar Senne wnat + “f wy, 2 
. CH;— N— “4 —N— CH, 
da CH; 
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而 下 面 的 化 合 物 反 应 更 迅速 ,因为 其 构象 是 高 度 被 限定 了 的 ,反应 速度 是 前 者 的 10" 
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总 之 邻近 ”与 “定向 "效应 加 大 催化 反应 效果 是 很 明显 的 ,但 在 定量 上 究竟 能 使 反应 速度 提 
高 多 大 倍数 还 有 待 于 进一步 研究 。 

2. 底 物 形变 (strain ,distortion ) 

过 波 态 是 分 子 的 不 稳定 态 , 其 中 某 些 化 学 键 是 处 于 伸展 或 形变 之 中 。 反应 物 要 达到 过 滤 态 
的 化 学 键 状 态 要 付出 能 量 。 酶 活性 部 位 与 底 物 的 结合 ,使 得 底 物 的 某 些 敏 感 键 发 生 形 变 , 从 而 使 
底 物 分 子 接近 于 过 滤 态 , 这 也 是 影响 酶 催化 效率 的 重要 因素 之 一 。 底 物 形变 可 能 是 发 生 在 底 物 
与 酶 结合 时 ,为 很 好 地 契合 , 底 物 的 构象 有 了 小 的 变化 , 也 可 能 是 由 于 底 物 诱 导 酶 蛋白 改变 构象 
之 后 随 之 而 来 的 一 个 结果 。 总 之 , 酶 活性 部 位 的 某 些 基 团 或 离子 ,使 底 物 敏感 键 的 某 些 基 团 的 电 
子 云 发 生 改 变 , 或 者 说 ,使 底 物 发生 构 象 的 改变 , 从 而 形成 互相 契合 的 酶 底 物 复合 物 。 羧基 肽 酶 
A 和 溶 函 酶 的 和 X- 光 衍射 分 析 为 底 物 形 变 提供 了 实验 证 据 。 

3. 一 般 酸 碱 催化 与 质子 转移 通路 

许多 酶 所 催化 的 化 学 反应 往往 也 能 为 碱 、 酸 或 碱 和 酸 催 化 (当然 酶 催化 的 化 学 反应 效率 比 后 
者 高 得 多 )。 比 如 葡萄 糖 的 变 旋 , 即 <c- 葡 萄 糖 转变 为 8 形式 的 反应 , 变 旋 酶 是 此 反应 的 生物 催化 
剂 , 同 时 ,此 反应 也 能 为 无 机 的 碱 和 酸 来 催化 。 显然 ,一 些 酶 的 催化 必 与 酸 碱 催化 有 某 种 关系 。 
也 就 是 说 , 酶 蛋白 的 活性 部 位 中 有 各 种 不 同 的 酸 碱 基 团 , 这 些 基 团 必 然 参与 催化 反应 。 

(1) 一 般 碱 酸 俱 化 。 碱 酸 催 化 在 有 机 化 学 中 是 一 种 普遍 和 有 效 的 催化 方式 。 比 如 : 葡萄糖 
变 旋 反 应 是 通过 游离 醛 形式 ， 


HO 一 CH: HO 一 CH: HO—CHz2 


O H ra H 
OH 一人 OH wa OH 
OH OH OH HO 
OH OH OH 
a 游离 醛 形 式 


碱 俱 化 变 旋 ,如 OH 离子 直接 攻击 羟基 的 质子 ,除去 一 个 质子 后 形成 阴离子 ,此 阴离子 异 构 化 形 
成 开 环 的 阴离子 ,然后 从 HiO 提供 一 个 质子 给 阴离子 ,如 下 式 ， ree 


rn 

H . H <~H ~H 
上 式 碱 催化 可 能 是 OH 离子 本 身 ， 也 可 为 其 他 能 碱 一 质子 受 体 所 催化 〈 以 B eas, FEHEERA 
HB)。 但 有 些 反 应 , 鞭 催 化 反应 速度 仅 与 OH 离子 有 关 正 比 于 OH 离子 的 浓度 ,其 他 弱 碱 B 不 
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能 影响 催化 反应 速度 * 这 种 催化 叫 作 特殊 碱 催化 。 痪 萄 糖 变 旋 反应 既 能 以 O8T 和 30 PELE. th 
能 为 二 般 碱 (质子 受 体 ) 和 一 般 酸 (质子 给 侈 ) 所 催化 ， 称 这 种 催化 为 一 盘 到 碱 催化 。 REL 
糖 变 旋 反 应 (包括 特殊 酸 催化 和 一 般 酸 供 化 ) 是 糖 环 的 氧 原子 从 酸 得 到 一 个 质子 ,如 下 式 ， 


H 
| 


B—H 5 lh 
O OH 3) oO (8) O 
一 一 一 ee ral 十 II+ 

Ries: H H ‘ an EE 
显然 ,在 酸 碱 催 化 反应 中 REPRE RO EGER, ， 而 一 般 酸 碱 催化 起 重要 作用 。 酶 蛋白 活 
性 部 位 中 的 一 般 酸 碱 基 团 主要 有 叶 唑 基 TRAE Bad FE ATS Se 12=8 所 示 。 其 中 组 氨 酸 的 哑 呼 
基 最 活泼 ,是 最 有 效 的 催化 基 团 。 
aad | 表 12-8 BEGhh- Mew w 
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(2) RSE It SAT RBIS 

四 甲 基 葡 萄 糖 在 茶 中 以 吡啶 ( 碱 ) 或 以 酚 ( 酸 ) 单独 催化 变 旋 反应 速度 很 慢 , 但 把 吡啶 和 酚 混 
合 物 作 为 催化 剂 , 变 旋 速 度 加 决 ,因此 Swain 和 Brown ”提出 了 酸 和 碱 一 起 参与 催化 的 机 制 , 即 
酸 碱 共 催 化 。 


AN 
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1 1 
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过 渡 态 


如 果 把 酚 和 吡 院 的 特点 兄 集 中 到 一 个 分 子 上 ,中 合成 a STEM, 它 的 催化 效率 比 单独 醒 ， 

或 单产 吡啶 磊 仅 化 更 有 效 ,这 是 两 不 催化 基 团 公 中 到 一 个 分 子 上 有 利于 质子 的 传闻 。 
Jaen 
RECIPES I i th pat 
Va sa ra OQ > 一 o8 cP Hen wae 
SI 
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TEAR A 0.1 7 四 甲 基 葡 萄 糖 以 0.00177 c- 羟 基 吡 啶 为 催化 剂 ， 其 反应 速度 比 以 0.00177 iit 
We Pn 0.00177 酚 混合 催化 速度 高 7000 倍 。 催 化 机 制 可 能 如 下 式 ， 
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的 高 效率 不 仅 是 碱 酸 基 团 相互 靠近 ,而 且 催化 剂 反 复 循 环 于 互 变 体 之 间 , 给 质子 转移 形成 通路 。 
因此 ,也 有 人 把 这 种 催化 叫 互 变 催化 〈tautomeric catalysis), 在 酶 - 底 物 复合 物 中 , 沿 着 气 键 进 
行 质子 传递 可 能 是 某 些 酶 俱 化 反应 的 一 个 重要 特征 2。 比如 羧基 、 味 唑 基 和 更 酸 之 间 的 氢 键 构 
成 质子 传递 通路 (电子 从 左 向 右 流 动 ) 如 下 : 


2 Bk a st SNE. OO eeccee + 
bo chal Of, A \ / LD pH 7 
AS 
Oo Oo 
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4. 亲 核 与 亲 电 催化 反应 

亲 核 催化 是 指 ， 具 有 一 个 非 共用 电子 对 的 基 团 或 原子 ， 攻 击 缺 少 电 子 具 有 部 分 正 电 性 的 原 
子 , 并 利用 非 共 用 电子 对 形成 共 价 键 的 催化 反应 。 亲 核反应 形成 一 个 不 稳定 的 中 间 物 ,因此 这 种 
催化 反应 也 叫 作 款 价 俊 化 。 所 用 的 试剂 叫 作 亲 核 试剂 。 比 如 ,磷酸 甘油 醛 脱 氨 酶 (GPD) 的 催化 
机 制 (中 间 省 略 NADH>NAD*—Z) , 


O 
引 -。 AN 4 stn 
z = "C—R 
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H 
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+ 0 一 P 一 O = +R—C—O—P—O" 
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OH OH 
第 二 底 物 


带 负 电 的 琉 基 负离子 一 S TRE RCHO 的 矶 原子 进行 亲 核 攻击 ， 形 成 硫 酯 共 价 键 ，NAD: 形成 
NADH ,随后 与 第 二 个 底 物 反应 ， 酶 的 催化 基 团 恢 复原 状 。 以 丝氨酸 为 催化 基 团 的 蛋白 水 解 酶 ， 
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25 SHH Ac RE, DARE Ry PPB A: Ee A ARI -. 

亲 电 催化 是 由 亲 电 试剂 (具有 接受 电子 对 的 原子 ) 引起 的 催化 反应 ,是 亲 核 催化 反应 的 反 过 
程 。 

5。 微 环境 对 酶 催化 反应 速度 的 影响 

已 知 某 些 反应 在 低 介 电 常数 的 介质 中 的 反应 速度 比 在 高 介 电 常数 的 水 中 的 反应 速度 快 得 
多 。 这 可 能 是 由 于 在 低 介 电 环境 中 有 利于 电荷 之 间 的 相互 作用 ， 而 极 性 的 水 对 电荷 往往 有 屏蔽 
作用 。 估 计 酶 在 其 活性 部 位 内 造成 一 个 朴 水 的 微 环 境 ,有 利于 中 间 物 的 生成 和 稳定 。 另 外 , 醒 千 
成 局 部 的 特殊 环境 影响 活性 部 位 本 身 的 催化 基 团 的 解 离 状 态 。 比 如 ,溶菌 酶 的 两 个 催化 基 轩 ,从 
氨 酸 -35 和 天 冬 气 酸 -52， 在 酶 作用 最 适 条 件 下 Glu-35 基本 上 处 于 不 解 离 状 态 ， 而 Asp-52 
处 于 解 离 状 态 。 这 是 由 于 Glu-35 所 处 的 微 环 境 是 非 极 性 , 在 它 周 围 非 极 性 侧 链 基 团 较 多 ,因此 
氨 离 子 和 次 基 结合 较 牢 ， 而 Asp-52 处 于 极 性 环境 中 , 在 较 低 的 pH 值 就 解 离 了 。 这 样 ， 由 于 局 
部 的 微 环境 的 差别 ,使 这 个 酶 可 以 用 两 个 相同 的 基 团 进 行 酸 碱 催化 反应 。 又 如 ,乙酰 研 酸 脱羧 本 
的 活性 部 位 有 一 个 赖 氨 酸 。 在 蛋白 质 碱 性 基 团 中 , 赖 氨 酸 的 e- 氨 基 是 比较 强 的 基 困 , 其 pK 值 在 
9 左右 。 而 位 于 乙酰 酷 酸 脱 交 酶 活性 部 位 的 赖 氨 酸 的 e- 氨 基 其 DK 值 只 有 6 左右 , 相差 三 个 pH 
单位 。 估 计 微 环境 这 一 因素 是 某 些 酶 提高 催化 反应 速度 的 因素 之 一 ,但 这 方面 的 研究 还 很 肤浅 ， 
知道 的 东西 并 不 多 。 

上 上述 各 因素 都 是 降低 酶 催化 反应 活化 自由 能 的 重要 因素 ， 但 不 是 在 同一 酶 中 各 种 因素 都 同 
时 发 挥 作用 。 可 能 各 种 酶 都 有 自己 独特 的 催化 特点 ,可 以 分 别 受 一 种 或 几 种 因素 的 影响 。 

四 、 酶 催化 反应 机 制 的 实例 

‘1. 溶菌 本 

早 在 1922 年 ,Flemingcs0 在 鼻 粘 液 中 发 现 一 种 具有 溶解 细菌 的 能 力 的 酶 , 定名 为 溶菌 栈 。 
这 是 自然 界 中 分 布 很 广 的 一 种 酶 。 随后 Roberts 改进 了 提纯 方法 52, 同时 ，Wolffcss's6 从 鸡蛋 
清 中 得 到 了 溶菌 酶 。1963 年 Jollescse 以 及 Canfielcaos5 测 定 了 一 级 结构 ,如 图 8-31 WAR. 

Phillipscsssoto4 等 人 在 1965 年 以 X- 光 衍射 法 闹 明 了 溶菌 酶 的 三 维 结构 ， 如 图 8-32 所 
示 ; 溶菌 酶 是 第 一 个 完全 以 晶体 结构 分 析 的 结果 而 提出 合理 催化 机 制 的 酶 。 

Phillips 于 2 人 分辩 水 平 测定 了 溶菌 酶 的 全 部 空间 结构 ,发 现 酶 分 子 表面 (中 部 ) 有 二 深 的 烈 
Bis 随后 ,又 观察 了 某 些 竞争 性 抑制 剂 对 酶 的 抑制 作用 。 在 此 基础 之 上 研究 了 酶 与 抑制 剂 结合 
的 复合 物 的 X- 光 衍射 图 。 他 们 使 用 了 不 同 的 氨基 糖 , 其 中 研究 得 最 细 的 是 由 三 个 NAG 组 成 的 
三 糖 , 即 (NAG)。 与 溶菌 酶 形成 的 复合 物 。 分 析 比 较 纯 酶 和 这 个 复合 物 的 电子 密度 图 ,发 现 这 个 
三 糖 位 于 裂隙 的 上 部 ， 通 过 六 条 氢 键 和 一 些 非 极 性 的 作用 力 与 本 结合 ， 其 还 原 端 指向 裂隙 的 底 
部 ,如 图 12-18 所 示 。 三 糖 的 结合 ,使 得 酶 分 子 的 构象 略 有 改变 , 裂 阶 部 分 好 像 稍稍 合拢 。 

在 研究 三 糖 - 酶 复合 物 结构 的 基础 上 ， 提 出 了 这 样 一 个 问题 :溶菌 本 是 怎样 催化 糖苷 键 水 解 
的 ? 为 此 提出 了 一 个 酶 - 底 物 复合 物 的 模型 ， 见 图 12-3。 因 在 三 糖 (NAG)s 与 酶 复合 物 中 ， 
(NAG)s 并 不 被 水 解 , 故 可 以 认为 , 酶 的 真正 催化 部 位 并 没有 参加 到 三 糖 的 结合 中 。 考虑 到 裂 阶 
的 下 半 部 是 空 的 ， 这 个 空间 也 可 放 入 三 个 糖 残 基 ， 因 而 推论 ,一 个 六 糖 - 酶 复合 物 可 能 类 似 于 底 
物 - 酶 复合 物 。 根 据 空 间 结构 方面 的 计算 ,形成 这 样 的 复合 物 是 完全 可 能 的 。 图 12-3 表示 : 酶 分 
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图 12-18 (NAG): 和 溶 苗 酶 之 间 的 氢 键 


子 刚 好 能 容纳 一 个 六 糖分 子 ,A、B `“C\D,E、 卫 表示 六 个 糖 残 基 的 位 置 ， 只 是 第 四 个 糖 残 基 D 
环 因 空间 的 原因 ,必须 偏离 正常 的 椅 形 ,而 处 于 一 个 能 量 较 高 的 构象 。 

在 这 样 一 个 模型 的 基础 上 ,需要 判断 , 在 六 糖 的 五 个 糖 背 键 中 哪 一 个 键 被 水 解 。 正如 前 述 ， 
在 细菌 细胞 壁 的 多 糖分 子 中 ,NAG 和 NAM 交替 排列 ,溶菌 酶 催化 水 解 的 是 NAM 的 Ci 与 NAG 
的 C4 之 间 的 .B- 糖 背 键 。 因 此 ,首先 要 确定 ,在 这 个 模型 的 六 糖 中 , 哪 几 个 糖 残 基 是 NAMsNAM 
的 aH NAG 多 一 个 乳 酰基 , 因 C 环 周 围 的 空间 容纳 不 下 乳 酰基 侧 链 ,所 以 ， 可 以 很 明确 地 作 
出 结论 , 残 基 CS 不 可 能 是 NAM。 由 此 推测 ,B.D、E 便 是 NAM。 , 酶 催化 水 解 的 糖 背 键 是 B 一 c 
rem sa E 键 ? 从 CNAG)s 与 酶 生成 的 复合 物 来 看 ,B 一 C 键 是 不 被 作用 的 。 因 此 , 酶 催化 水 解 


的 只 能 是 D 和 卫 ZiT eT. 有 人 用 不 同 数目 的 NAG 组 成 的 寡 糖 作 底 物 ， ierienieilas 
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BARE ,速度 增加 均 不 到 十 倍 。 这 也 说 明 D-E 糖 苷 键 是 最 容易 被 酶 作用 的 。 

进一步 的 问题 是 , 酶 怎样 催化 D- 忆 糖苷 键 水 解 ? 已 知 这 个 键 断 裂 在 Ck 和 氧 原子 之 间 ,而 不 
是 Ck 和 氧 原 子 之 间 。 分 析 D-E 键 周 围 的 酶 结构 环境 ， 最 活泼 的 基 团 显然 是 天 冬 氨 酸 -52 MF 
氨 酸 -35,Asp-52 上 一 个 氧 原子 距离 D 糖 环 之 CI 及 环 上 氧 原子 只 有 3A, Glu-35 上 一 个 氧 原子 
距离 糖苷 键 氧 原子 也 只 有 3 A。 天 冬 氛 酸 -52 处 于 极 性 微 环 境 ， 在 较 酸性 的 溶液 中 也 呈 解 离 状 
态 ,而 带 有 一 负电 荷 : 相 反 , 谷 氛 酸 -35 处 于 非 极 性 微 环 境 中 ,不 易 解 离 。 基于 上 述 推测 ,溶菌 酶 
破坏 细菌 细胞 壁 的 过 程 如 图 12-19 所 示 。 
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图 12-19 推测 性 溶菌 酶 催化 机 制 〈a) 第 一 步 形 成 正 碳 离子 (b) 完成 催化 反应 ，OH- 离子 加 到 
正 碳 离子 上 , H* 加 到 Glu-35 的 侧 链 上 。 

首先 ,溶菌 酶 分 子 接触 细胞 壁 ,与 六 个 暴露 于 外 的 氨基 糖 残 基 结 合 。 这 时 , D 糖 环 的 构象 发 
生变 化 。 然 后 , 谷 氨 酸 -35 作为 质子 的 给 体 转移 一 个 质子 给 糖苷 键 氧 原子 , 使 得 氧 原子 与 D 糖 环 
C 间 的 键 断 开 ，C1 带 正 电荷 成 为 正 碳 离子 。 由 于 天 冬 氨 酸 -52 的 负电 荷 的 影响 ， 而 稳定 了 正 碳 
BA a RA SEAR OR ”离子 与 它 结 合 。 这 时 ,反应 完成 ,溶菌 酶 离 去 ,而 细胞 壁 打 开 一 
MEAS 由 上 述 假设 的 机 制 中 可 知 , 主要 有 三 个 因素 影响 催化 效率 : 中 一 般 酸 催化 , Glu-35 以 
酸 的 形式 给 出 质子 ,使 底 物 的 糖 背 键 断 开 ;， @ Asp-52 带 负电 荷 的 羧基 和 D 环 上 带 正 电 的 Gi 静 
电 作 用 稳定 正 碳 离子 中 间 物 ; © D 环形 变 (图 12-20)， 这 种 构象 的 变化 显然 促进 了 正 矶 离子 的 
形成 :CCz、Cs 和 环 氧 平面 使 得 正 电 荷 分 配 在 Cy) 和 环 氧 原子 之 间 。 因此 可 以 说 ,在 结合 底 物 
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图 12-20 溶菌 酶 底 物 D 环 变 成 半 椅 式 的 形变 图 
(a) TERR (>) 与 酶 结合 ,Cs 和 环 氧 原子 的 移动 (c) 半 椅 式 构 象 'CivCz、Cs、O 在 一 平面 上 。 


时 , 酶 迫使 底 物 采 取 了 接近 于 过 渡 态 的 构象 。 

2. 胰 凝 乳 蛋 白 酶 

胰 凝 乳 蛋 白 酶 是 由 241 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 。 通过 化 学 修饰 和 X- 光 衍射 法 的 研究 , 已 经 
确定 ,其 催化 部 位 是 由 His-57、Ser-195、,Asp-102 组 成 的 。 其 中 ,Ser-195 与 底 物 分子 的 酰基 结 
合 ,His-57 是 重要 的 催化 基 团 。 三 者 有 特定 的 空间 位 置 , 彼 此 以 氨 键 联系 , 从 而 形成 电荷 接力 系 
统 。 这 些 问 题 在 第 一 节 中 已 经 谈 过 了 。 但 该 酶 是 如 何 催化 底 物 水 解 的 呢 ? 在 催化 反应 中 , A 
酸 的 咪唑 基 起 一 般 碱 酸 催 化 剂 的 作用 , 先 促 进 Ser-195 的 羟基 氧 对 底 物 敏感 键 中 的 闻 基 矶 原子 
进行 亲 核 攻击 ,从 而 形成 酰 化 中 间 物 ,再 促进 酰 化 中 间 物 的 酰基 转移 到 酰基 受 体 (水 或 醇 ) 上 。 由 
于 碱 酸 催化 和 亲 核 反应 ,使 水 解 速度 比 非 催化 速度 增 大 几 个 数量 级 。 

胰 凝 乳 蛋 白水 解 酶 催化 底 物 水 解 的 具体 步骤 如 图 12-21 所 示 。 分 二 步 进 行 。 第 一 步 酰 化 作 
用 :(a) His-57 的 咪唑 基 N® 作为 碱 ,从 Ser-195 的 羟基 获得 一 个 质子 ,从 而 使 得 Ser-195 的 羟基 
氧 与 底 物 肽 键 的 兰 基 碳 进 行 亲 核反应 ;同时 ,Asp-102 的 羧基 作为 碱 从 His-57 的 咪唑 基 NI 得 到 
一 个 质子 ,进一步 促进 这 个 反应 的 进行 ,从 而 形成 过 滤 态 的 中 间 体 , 如 (b) 所 示 。His-57 Ay PK 
基 Ns 作为 酸 ,释放 出 一 个 质子 ,为 底 物 肽 键 上 的 气 所 接受 ,促使 反应 继续 进行 , 从 而 得 到 酰 化 酶 ， 
即 酶 - 底 物 中 间 复 合 物 和 第 一 个 产物 一 一 胺 。 第 二 步 脱 酰 化 作用 : 由 (d) 开始 , 水 分 子 代替 胺 的 
位 置 , His-57 咪唑 基 N® 又 作为 碱 , 从 水 分 子 上 获得 一 个 质子 , 促进 OH” 对 酰 化 酶 进行 亲 核 反 
应 ,从 而 形成 一 个 过 渡 的 中 间 体 (e)， 最 后 , 由 (e) BIC) 得 到 最 终 的 产物 一 一 游离 的 酸 , ot 
本 身 重 现 。 

在 活性 部 位 中 具有 由 Asp-His-Ser 组 成 的 气 键 系统 的 酶 , 除 胰 凝 乳 蛋白 酶 外 , 还 有 胰 蛋 白 
酶 ;弹性 蛋白 酶 以 及 枯草 杆菌 蛋白 酶 等 ,所 以 它们 可 能 有 很 类 似 的 催化 机 制 。 

3. 羧基 肽 酶 A 

羧基 肽 酶 A 是 由 307 个 氨基 酸 组 成 的 单一 多 肽 链 , 含 有 一 个 锌 离子 。 其 活性 部 位 的 状况 如 
第 一 节 所 述 。 羧 基 肽 酶 全 最 易 水 解 底 物 分 子 中 C- 末 端 具 有 芳香 或 大 的 脂肪 族 侧 链 的 肽 键 。 

Lipscomb 等 人 26.37.38.39 于 1967 年 以 2A 分 辩 水 平 阐明 了 羧基 肽 酶 A 的 三 维 结 构 ， 发 现 
在 分 子 中 紧密 地 结合 着 一 个 Zn 离子 ,对 酶 的 催化 起 着 重要 的 作用 。 这 个 锌 离子 位 于 接近 分 子 
表面 的 沟 槽 中 , 它 以 配 位 键 与 成 四 面体 排列 的 两 个 组 氮 酸 (His-69, His-196), 一 个 谷 氨 酸 (Glu=- 
72) 和 一 个 水 分 子 相 连 , 如 图 12-22 所 示 。 靠近 Zn 离子 有 一 个 大 的 非 极 性 口袋 , 可 容纳 底 物 C= 
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CS 12-21 PGE FL A AG AE LE Ak PL Al, 底 物 氧 原子 和 Ser-195,Giy-193 酰胺 基 团 之 间 的 相 
互 作用 呈现 在 各 步 中 ,但 并 不 意味 着 都 是 气 键 。 


未 端的 侧 链 。 

目前 认为 ,在 该 酶 的 催化 反应 中 ,有 两 个 因素 值得 注意 。 第 一 点 是 , 酶 与 底 物 结合 时 , 底 物 诱 ”， 

30 SRT EDD (i HOR Be Ae ACS HT RTE YE EA 

3 AE ERD RI. Sy T FR REE Ll, FA 

Leese X- 光 衍射 法 首先 研究 了 与 酶 缓慢 作用 的 甘 氨 酰 - 酷 氨 酸 与 

Gilu72 See 酶 结合 的 复合 物 ， 并 与 游离 酶 的 X- 光 衍射 图 谱 进 行 比 较 ， 

发 现 酶 和 Gly-Tyr 的 结合 分 五 步 进行 (参看 图 12-4, 12- 

5)。 甘 氨 酰 - 酷 氛 酸 未 端 羧 基 上 的 负电 荷 与 酶 活性 部 位 中 

Arg-145 的 正 电 荷 相 互 吸引 ; 底 物 栈 氨 酸 侧 链 伸 入 非 极 性 

口袋 底 物 中 待 作用 的 敏感 肽 键 的 NH 上 的 五 与 酶 中 .Tyr- 

图 12-22 “羧基 肽 酶 A 中 Zn 配 位 图 ,其 248 的 OHA RAE Ie et LRA Ss Zn 离子 配 

中 水 分 子 配 位 未 画 出 来 位 ; 底 物 未 端的 氨基 通过 介入 的 水 分 溯 与 Glu-270 形成 

氨 键 。 这 一 步 在 形成 正常 的 ES 复合 物 时 可 能 并 不 发 生 , 这 种 结合 可 能 是 使 Gly-TYF 求 解 速 
度 缓慢 的 原因 。 

Gly-Tyr 与 酶 的 结合 引起 活性 部 位 构象 的 变化 。 首先 , Arg-145 的 肌 基 和 Glu-270 的 羧基 

都 移动 了 2 人 ,其 次 , 底 物 关 基 置换 了 与 Zn 离子 结合 的 水 分 子 , 自 己 结合 到 Za 离子 下 。 当 底 物 
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图 12-23 Gly-Tyr 与 羧 肽 酶 A 活 性 部 位 结合 的 三 维 结构 图 。 黑 色 表 示 Gly-Tyr KW 
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酷 氨 酸 残 基 结合 到 酶 上 时 ,至 少 从 非 极 性 口袋 里 排出 另外 四 个 水 分 子 。 Tyr=248 Wy PIE oh 
了 12A。 这 种 构象 的 变化 是 从 Arg-145 结合 底 物 末端 羧基 开始 的 。 应 该 说 ,这 是 酶 对 底 物 的 识 


别 过 程 。 不 仅 如 此 ,由 于 上 述 变 化 , 使 Tyr 的 酚 羟基 从 本 的 表面 移 到 底 物 肽 键 近 旁 ,结果 封闭 了 
活性 部 位 的 通道 ,活性 部 位 从 充满 水 的 状态 转变 为 莫 水 区 。 参 看 12-23 图 。 

进一步 的 问题 是 , 酶 怎样 水 解 底 物 。 Lipscomb 根据 X- 光 衍射 结果 提出 如 下 过 程 :Glu-270 
直接 攻击 底 物 的 敏感 肽 键 的 炎 基 碳 原 子 , 而 Tyr-248 向 这 个 肽 键 的 一 NH 一 提供 一 个 质子, 结 
果 , 肤 键 断 开 , 生成 一 个 产物 一 一 胺 . Glus270 的 羧基 作为 亲 核 基 团 与 底 物 关 基 共 价 结合 ， 形 成 
酝 。 最 后 ， 水 分 子 使 酥 水 解 ,生成 另 一 个 产物 一 一 酸 ,如 图 12-24 所 示 。 
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图 12-24 YRIEWKMH A FT AE NY PEL AL Mil ~~. Glu—270 EE BED i CREE ETE UE: Ty r-248 给 该 
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另 一 可 能 的 机 制定 , Glu-270 激活 水 分 子 , 释放 出 OH 离子 , OH 直接 攻击 敏感 肽 键 淡 基 ， 
同时 Tyr-248 提供 一 个 质子 , 肽 键 直接 水 解 , 不 经 过 形成 栈 的 中 间 步 晤 ,如 图 12-25 所 示 ， 

Zn 离子 在 上 述 两 种 催化 机 制 中 均 起 到 使 敏感 肽 键 产 生 电 子 张力 的 作用 。 酶 与 底 物 靠近 后 ， 
由 于 Zn 离子 的 作用 ，, 使 敏感 肽 键 的 诱导 偶 极 窍 增 大 ,使 C=9 进一步 极 化 而 更 易 为 亲 核 试剂 攻 
di. Zn 离子 周围 的 非 极 性 环境 加 大 了 对 敏感 肽 键 的 诱导 。 带 负电 的 Glu-270 的 邻近 ” ,也 加 强 
了 对 关 基 的 偶 极 诱导 。 这 样 ,Zn 离子 在 底 物 中 所 造成 的 电子 张力 , 大 大 促进 了 底 物 的 水 解 过 程 。 


nae rl 
REIN, BN eer Cy Wy. Foe 
HO Nhe ee 人 HO a CH, 了 上 
Zn. | \ Nu 
ET, No thy Zn O=C 
j | 
ye me } HO CH, o- 
Np | pet Se eg 
| | ITyr-248 | C 
Glu-270 | 
| [Gin-270 7] 


图 12-25 RAK BEA 35 — 74 FY RES THEE BL Ell 


习 题 

1. 什么 是 活性 部 位 ,催化 部 位 , 底 物 结合 部 位 ? 它们 之 间 的 关系 如 何 ? 

2. 什么 是 别 构 部 位 ,并 说 明 别 构 部 位 与 活性 部 位 之 间 的 关系 。 

3. 1956 年 Hill 和 Smith 使 用 亮 氛 酸 氨 肽 酶 作用 于 木瓜 蛋白 酶 , 从 N- 端 顺 次 切 下 游离 的 氨基 酸 ,发 现在 消 
化 波 中 游离 氨基 酸 为 酶 中 残 基 总 数 的 三 分 之 二 时 ， 仍 具有 活力 ,因而 把 具有 活力 的 酶 片段 称 为 “活力 碎片 ”。 就 
这 个 问题 调查 文献 ,说 明 此 问题 的 目前 状况 。 

4. 举例 说 明 亲 和 标记 在 酶 活性 部 位 研究 中 的 作用 。 

5. 举例 说 明 X- 光 衍射 分 析 在 活性 部 位 研究 中 的 作用 。 

6. 以 酶 活性 部 位 结构 为 基础 ,说 明 反应 专 一 性 : 底 物 专 一 性 和 立体 专 一 性 。 

7. 预测 溶菌 酶 对 下 列 寡 糖 分 子 的 水 解 速度 (G 代表 NAG;M 代表 NAM), 

a. M—M—M—M—M—M 

b. G—M—G—M—G—M 

c. M—G—M—G—M—G, 

8. 什么 是 诱导 契合 理论 ,其 实验 根据 是 什么 ? 

9. 说 明 同 工 酶 “ 同 工 ?的 含义 ,并 举例 说 明 同 工 酶 功能 不 同 。 

10. 为 什么 酶 对 其 催化 的 反应 的 正 向 底 物 和 逆向 底 物 都 具有 专 一 性 ? 

11. 说 明 “ 邻 近 ”“ 定 向 冯 底 物 形变 ?在 酶 俱 化 反应 中 的 作用 。 

12. 说 唤 “ 一 般 碱 酸 催化 >“ 亲 核反应 ?在 酶 催化 中 的 作用 。 假如 合成 (NAG), 时 , D 和 巨 糖 残 基 之 间 的 糖 
苷 键 氧 原子 以 ”0O 标记 ,溶菌 酶 水 解 后 ,2O 位 于 哪个 产物 中 ? 
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第 十 三 章 ” 酶 催化 反应 动力 学 


酶 的 动力 学 这 一 章 主 要 是 讨论 影响 酶 催化 反应 速度 的 各 种 因素 ,， 当 然 最 重要 的 因素 是 酶 浓 
度 , 配 体 浓 度 ( 底 物 ,产物 ,抑制 剂 和 激活 剂 ) .pH 离子 强度 和 温度 。 如 果 对 这 些 因 素 作 了 详细 的 
分 析 , 有 可 能 和 弄 清 酶 催化 反应 的 本 质 。 例 如 , 通过 变化 底 物 和 产物 浓度 ， 有 可 能 导出 该 反应 的 动 
力学 机 制 , 即 底 物 与 酶 结合 的 顺序 和 产物 脱离 酶 的 顺序 ;通过 变化 pH 和 温度 对 动力 学 常数 的 影 
响 可 以 增进 对 活性 部 位 重要 基 团 的 了 解 ; 可 以 得 到 一 些 动力 学 常数 ,而 且 通 过 这 些 常 数 可 以 推 知 
胞 内 底 物 和 产物 的 浓度 和 反应 的 方向 等 。 

由 于 酶 分 子 是 一 个 大 分 子 催化 剂 , 催 化 反应 的 体系 又 很 复杂 , 因此 酶 催化 反应 动力 学 是 个 很 
复杂 的 课题 。 在 这 里 仅 着 重 讨论 酶 催化 反应 动力 学 中 的 几 个 基本 问题 ,并 限于 比较 简单 的 体系 。 
如 采 对 某 方 面 有 特殊 需要 的 话 , 请 参看 有 关 的 专著 。 

附带 指出 一 点 , 酶 催化 反应 动力 学 是 以 化 学 动力 学 为 基础 ,因此 它 遵 守 化 学 反应 动力 学 的 一 
般 规 律 ,但 酶 催化 反应 又 有 其 自身 的 特点 ,又 服从 于 特有 的 规律 。 


第 一 节 “ 酶 催化 反应 初速 的 测定 


一 、 反 应 速度 

研究 反应 动力 学 ,当然 要 测定 反应 速度 。 反 应 速度 是 以 反应 物 ( 底 物 S) 的 消耗 速度 或 者 以 
Py PWT Boe Eas. Bilan: 一 种 底 物 一 种 产物 的 简单 体系 SP Rev, 随 着 反应 的 进 
行 , 底 物 $ 逐渐 消耗 ,产物 书 随 反应 时 间 的 延长 而 增加 ,S FP 随时 间 变 化 的 曲线 如 图 13-1 所 
7B: 
设 时 间 ¢ 的 速度 以 ”表示 ， 


和 


(13-1) 式 中 的 [S] 和 [了 ] 分 别 是 时 间 : 
时 的 底 物 浓 度 和 产物 的 浓度 ， 底 物 消 
耗 速 度 以 负 号 表示 。 因 为 底 物 消耗 完 
全 用 于 转变 产物 ， 而 产物 的 形成 也 只 
反应 物 有 来 源 于 底 物 , 所 以 两 种 速度 数值 相 
等 ， 符 号 相反 。 如 果 反 应 开始 时 没有 
产物 一 存 在 ,其 反应 初 速度 正 比 于 底 
时 间 物 的 初始 浓度 [LS J. 

图 13-1 简单 8S<- 己 非 人 化 反应 ，S THAN P 生成 随时 间 变 seis 
化 曲线 。 虚 ALIN Gl lS A A, I © AR cin 


t= — (Sed) =#,[S], (13-3) 
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产物 
P 


浓度 
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ky 是 正 向 反应 速度 常数 ，4_1 是 逆向 反应 速度 常数 。 方 程式 (13-2) 中 ， 只 有 疡 而 无 S 时 ,其 反应 


初速 同样 可 以 表示 为 ， 
vo =h_,[P] (13-4) 
如 果 考 虑 在 反应 系统 中 同时 存在 着 一 定 浓 度 的 LS] 和 [ 忆 ] 时 , 净 反 应 速度 为 ， 
v=4,0S]+2-,[ 2) (13-5) 


实验 上 可 以 在 一 系列 的 [LS]\[Z] 下 得 到 v 的 实验 值 , 即 在 [sj LP] 时 , 测 得 ws CSJ2.0P J. 时 测 
44 vo3(S Jnl PJ, WE vn, RAD BR(13-5) TRG 2, 和 4_1。 当 然 若 已 知 如 和 4 1， 测定 LS] 


和 [P] 也 可 以 推 知 反应 速度 。 
当 反应 达 平衡 时 ,其 净 反 应 速度 为 零 。 平 衡 常数 以 瑟 表示 。 
iPad 
*y LS Jeg 


x Us 二 ALS] 一 P leqg=0 
RCS ]..=A-1LP Jeg 


PPT, ky | 
K, 一 一 - SS 2 
iy S08 te Siar) 


Bi FER (13-6) Ze an TF BK, A ERE A141 的 关系 。 
上 面 仅 考虑 了 一 个 反应 物 一 个 产物 的 简单 反应 ,如 果 是 双 底 物 反应 ,其 速度 表达 方式 也 与 前 


述 一 样 ， 
A +B 一 产物 
在 时 间 上 时 产生 碟 殉 分 子 的 产物 , 则 ， 
v=($2), = 人 LA]LB] 
=k(Ay>—X)(By—X) (13-7) 


(13-7) KF, 2 IE Tel ie ek BE CA]. LB Ia BA ¢ PR RE. 

二 、 酶 对 催化 反应 速度 的 影响 

一 个 反应 有 没有 酶 参与 催化 ,其 反应 速度 规律 大 不 相同 。 以 妨 糖 水 解 反应 为 例 , 以 酸 为 催化 
剂 时 ,其 反应 速度 正比 于 酸 浓度 ,并 与 底 物 浓度 也 成 正比 ,这 是 很 早 就 知道 的 事实 。 但 以 蔗糖 酶 
催化 蔗糖 水 解 时 , 其 情况 就 大 不 一 样 了 , 早 在 1903 年 Henri 就 研究 了 此 水 解 反 应 -2 。 反 应 速度 
与 酶 浓度 Rik HEX An 13-2 所 示 ， 


V|. 


V—> 
—~ 


O 
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图 13-2 AiR BE [LE]。 和 底 物 浓度 LS] 对 酶 催化 反应 速度 的 影响 


从 图 13-2 可 知 , 基 糖 酶 催化 蔗糖 水 解 时 ,其 反应 速度 与 酶 浓度 成 正比 ,在 这 一 点 上 与 酸 催 化 时 一 
致 ,但 与 底 物 浓 度 的 关系 呈 典 型 的 矩形 双 曲 线 关 系 , 与 酸 催化 的 正比 关系 大 不 相同 。 在 低 底 物 少 
度 时 与 底 物 浓度 大 体 上 成 正比 ,但 在 高 浓度 时 ,反应 速度 逐渐 逼近 一 个 极限 值 。 因 此 可 以 预料 到 
酶 催化 反应 与 酸 催化 反应 机 理 不 同 。 假 定 两 种 催化 反应 机 理 相 同 , 则 二 者 都 可 以 下 式 表 示 : 


E +s5E4+P 
这 是 单纯 的 双 分 子 反应 , 即 酶 分 子 和 底 物 分 子 相互 碰撞 , 底 物 转 化 为 产物 。 其 反应 速度 可 以 表示 
Ai: 
y= HS) _ PI prey ts) 


也 就 是 说 反应 速度 既 与 酶 浓度 成 正比 ,也 与 底 物 浓度 成 正比 。 这 个 结果 符合 于 以 酸 为 催化 剂 的 
情况 ,但 与 酶 催化 反应 速度 的 双 曲 线 规律 不 完全 相符 ,所 以 这 种 机 制 不 能 表示 酶 所 催化 的 反应 。 

如 果 我 们 假定 底 物 S 和 酶 先 形 成 中 心 复合 物 ES, FEE ES 转变 为 产 物 ， 此 机 制 可 表示 如 
Fa 


五 Vee SE +P 
five E FS sep ES 反应 很 快 ， 瑟 S OiA EAP AR EET RES, a AS 
BRS, DATRMS MWR ES, ERA K.. KH, 反应 速度 与 底 物 浓度 的 关系 可 表示 
如 下 : 
ee Aphis (13-8) 
(13-8) 式 一 方面 表明 了 ?2 与 [五 ]。 成 正比 ,而 且 也 表明 了 »v SCSI MARKA: SSRN, K> 
LS JAY; 


va EL [Ss] 


ie ir ak BE-GLST RIEL, MOSI>K, Hts 
v=] E],=V m 

Vm 是 最 大 反应 速度 ,是 反应 速度 的 极限 值 , 显 然 这 是 典型 双 曲 线 关 系 。 

从 上 述 可 知 , 酶 催化 反应 不 仅 获 率 高 ,而且 反应 机 理 与 一 般 催 化 不 同 , 有 自己 独特 的 规律 。 

、 初 速 的 测定 

Ss WE LER ah EE 各 种 因素 对 反应 速度 的 影响 ,这 样 , 必 不 可 少 的 要 在 一 定 的 条 件 下 
〈( 底 物 浓 度 , 酶 浓度 ,pH 值 以 及 一 定 的 溶液 条 件 ) 测定 反应 速度 ; 通过 这 些 数据 的 处 理 可 以 得 到 
酶 催化 反应 动力 学 的 许多 结果 。 如 果实 验 作 得 好 ,数据 准确 , 则 会 得 到 正确 的 结果 ， 但 是 如 果 所 
得 到 的 数据 不 准确 ,往往 导致 错误 的 结论 

通 笛 , 稳 态 动 力学 处 理 的 是 初速 度 , 即 时 间 为 零 时 的 速度 极限 值 。 为 什么 使 用 初速 呢 ? 简 言 
之 ,初速 所 涉及 的 和 干扰 因素 少 ,易于 处 理 。 图 13-3 是 按 式 (13-8) 的 积分 形式 画 出 的 P~c 曲线 ， 
点 线 是 P~e 曲线 的 切线 ,其 斜率 为 初速 度 。 
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13-5 -自动 分 光 光 度 计 记录 的 延 胡 索 酸 酶 催化 反应 图 形 " 


从 图 13-3 可 见 , 反 应 速度 只 在 最 初 的 一 段 时 间 内 保持 恒定 , 随 着 时 间 的 延长 ,反应 速度 逐渐 
降低 。 反 应 速度 下 降 的 原因 很 多 ,最 主要 的 是 底 物 浓度 的 降低 ,产物 浓度 的 增加 ,从 而 加 速 了 逆反 
应 的 进行 ,以 及 酶 在 反应 条 件 下 部 分 失 活 等 。 但 是 如 果 我 们 测定 反应 初速 度 , 就 可 以 避 开 这 些 令 
人 为 难 的 因素 。 在 反应 初期 ,产物 书 的 影响 可 以 忽略 , 酶 在 极 短 的 反应 过 程 中 也 不 会 发 生变 性 失 
活 。 相 应 于 初速 的 奈 物 浓度 也 叫做 底 物 的 初始 浓度 。 

虽然 初速 是 指 反应 时 间 为 零 时 的 极限 速度 ,但 实际 上 总 是 要 使 反应 进行 足够 短 的 一 段 时 间 ， 
在 此 足够 短 的 一 段 时 间 内 ， 使 反应 进行 到 恰当 的 程度 。 一 般 来 讲 , 这 个 恰当 程度 就 是 指 底 物 消耗 
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不 超过 5% ,此 时 的 P~ 曲线 几乎 呈 直 线 关系 ,可 以 精确 地 得 到 初速 数据 。 图 13-3 中 的 曲线 B， 
因 初 始 底 物 浓 度 高 (LS] 三 4 天.) , 较 初 始 底 物 浓度 低 的 曲线 A 容易 精确 地 求 得 初速 。 通 常 , 反 
应 中 所 用 的 酶 浓度 都 很 小 ,所 谓 “ 催 化 ?数量 ,10-127 一 10-777 ie — A | 10 °M~107M, 
如 果 固 定 底 物 浓 度 LS], 使 用 不 同 浓度 的 [ 瑟 ]o, 从 式 (13-8) 可 知 ~ 正比 于 [五 ]o， 
-计生 -Term 
六 [8] 和 
K,*LS] 

LE] BAR MRA JIA eR. MA 13-4 可 见 ， 反 应 时 间 Bc, AY BE Jor~L E Jos 9 
P~' 都 呈 直 线 关 系 ,在 更 高 的 了 酶 浓度 时 脱离 了 直线 ,如 果 延 长 反应 时 间 到 za, 仅 [五 ]ok MLE Joe 
两 种 酶 浓度 书 玉 上 BHAKA, LE]: 以 上 的 用 量 都 脱离 了 直线 范围 。 因 此 ,为 了 正确 地 得 到 初 
速 , 要 充分 考虑 反应 进行 的 程度 , 即 产 物 积 累 量 ( 底 物 消耗 ) 与 时 间 + 上 的 关系 。 要 使 反应 进行 到 恰 
当 的 % ,以 便 能 精确 地 得 到 初速 。 这 项 工作 必须 首先 作 好 。 

实验 上 如 何 精确 地 测定 反应 初速 呢 ? 最 普通 的 办 法 是 在 一 定 的 时 间 间 隔 取 出 一 部 分 反应 液 ， 

适当 的 办 法 立即 停止 取出 来 的 反应 液 的 反应 ,然后 以 恰当 分 析 法 测定 产物 的 生成 量 (或 底 物 的 
消耗 量 ) 。 以 这 种 方法 测 得 的 数据 是 不 连续 的 点 。 最 好 采用 能 连续 观察 反应 过 程 的 办 法 ,常用 的 
有 了 吸收 光谱 ,荧光 和 旋光 法 。 采 用 这 些 办 法 的 先决 条 件 是 底 物 和 产物 之 间 在 吸收 光谱 或 旋光 值 上 
有 明显 的 变化 。 在 分 光 光 度 计 的 比 色 槽 内 直接 反应 并 记录 其 吸收 光谱 的 变化 ,从 而 得 到 伴随 底 物 
消耗 或 产物 生成 的 吸收 光谱 连续 变化 的 曲线 。 例 如 : 延 胡 索 酸 酶 催化 下 列 反 应 5 ， 

COONa COONa 


| WBS 


ae a YS 

此 反应 的 底 物 延 胡 索 酸 在 近 紫 外 区 300 nm 有 吸收 ， 而 产物 苹果 酸 在 此 区 没有 吸收 ,利用 此 吸收 
光谱 的 差别 可 以 连续 地 记录 反应 过 程 (如 图 13-5 所 示 )。 如 果 底 物 是 糖 类 (如 淀粉 酶 的 底 物 )， 底 
物 和 产物 之 间 不 产生 吸收 光谱 方面 的 变化 ， 但 可 以 利用 旋光 度 的 变化 追踪 反应 过 程 。 此 外 ， 酯 
酶 .蛋白 水 解 酶 等 催化 底 物 水 解 时 伴随 也 ”的 释放 ,也 可 以 追踪 PH, 连续 测定 反应 动力 学 数据 。 
所 有 这 些 数据 都 是 在 较 短 的 时 间 内 完成 的 , 数据 变化 并 不 很 大 ,因此 不 管 采 用 那 种 办 法 都 要 求 仪 
器 灵敏 而 准确 。 比如 在 测定 吸光 度 时 ,要 能 测 准 到 AOD~0.01， 旋 光 计 要 测 准 0.01 以 下 的 旋 
光 变 化 。 

因 反 应 速度 是 以 浓度 的 变化 速度 为 度量 的 , 所 以 速度 的 单位 以 殉 分 子 / 升 /秒表 示 , 或 M71S， 
缩写 成 MTS-:。 


第 二 节 ” 底 物 浓度 对 催化 反应 速度 的 影响 


— 中心 复 合 物 的 存在 (Central Complex) 
从 上 一 节 讨 论 中 知道 ， 酶 催化 蔗糖 水 解 反 应 速度 与 底 物 浓度 呈 和 气 形 双 曲 线 关系 ， 以 五 + & 
二 全 了 十 忆 机 制 不 能 说 明 此 催化 过 程 。 但 是 , A REMO TSR DEE RP DRAWS ES” Bp 
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E+ SS ESS =P + LM, RAE RAPHE BEAN o~S 曲线 关系 ， 从 而 估计 ， 酶 在 催化 反应 中 可 
能 形成 中 心 复合 物 。 为 了 确证 这 个 事实 ,还 需要 利用 动力 学 以 外 的 其 他 办 法 提供 更 直接 的 证 据 。 
1898 年 Fischer 发 现 了 酶 的 立体 特异 性 。 从 这 一 点 出 发 ,很 自然 想到 , 酶 分 子 只 有 具备 特定 的 构 
象 才能 特异 地 结合 底 物 分 子 , 酶 才 会 有 特异 性 的 作用 。 在 1943 年 前 后 ,Chancl 等 人 在 研究 


过 氧化 物 酶 和 过 氧化 氨 酶 反应 时 ， 从 实验 上 证 实 了 酶 催化 反应 时 酶 分 子 与 底 物 分 子 确 实 形成 中 


心 复合 物 。 此 外 , 由 于 近 些 年 来 对 黄 素 酶 类 的 研究 已 经 拿 到 酶 和 底 物 的 中 心 复合 物 的 结晶 ?从 而 
“ 刀 S? 复 合 物 的 存在 被 真正 地 确立 下 来 了 。 =>, 

= MEY —BPMRR(S—PRH) 

KER MMA, Ret RAM eo 


ky ks ks [- 
E+ S=—ES=— EP E+P (13-9) 
巨 S 和 五 已 是 中 心 复合 物 。 为 简化 起 见 ， TRERFE-ABADE DRAPES”, WA 
种 方法 推导 速度 方程 :迅速 平衡 法 和 稳 态 法 。 + 

1. 迅速 平衡 法 (Henri,Michaelis 和 Menten5c9]) 

以 迅速 平衡 法 处 理 上 述 反 应 有 两 点 假定 :四 五 S 一 > 五 十 卫 是 反应 最 慢 一 步 ,是 整个 反应 的 
限 速 一 步 。 速 度 常 数 为 名。 逆反 应 可 以 忽略 不 计 。 如 果 只 考虑 初速 ,没有 产物 积累 ,忽略 道 反应 
是 可 以 的 。@、 酶 和 底 物 结合 成 中 心 复合 物 "五 S$ "过 程 和 五 S 一 五 十 一 过 程 相 比 是 快 过 程 , 迅 速 
达成 平衡 。 也 就 是 说 五 $ 复合 物 的 分 解 不 干扰 平衡 过 程 。 这 样 ,该 反应 可 以 表示 成 ， 


k, k, 
E+ S=—ES—>E+P (13-10) 


i 


某 一 时 刻 的 瞬时 速度 依赖 于 五 S 的 浓度 : 


v=k, [ES] | > ABAD 
k, 也 称 为 速度 常数 。 按 第 @) 点 假定 ,迅速 平衡 过 程 应 有 下 列 关系 ， 
K,= Laks = (13-12) 
下 .是 五 S 的 分 解 常 数 。 从 (13-12) 可 得 到 ， 
tus]=ZIS] (13-13) 
设 总 的 酶 浓度 为 [五 ]。 反 应 开始 以 后 , 酶 分 子 以 两 种 形式 存在 , 即 诸 离 态 忆 和 结合 态 ES, 
[E),=([E]+[EzS] - (13-14) 
将 (13-13) 式 代入 (13-11) 和 (13-14) 得 到 ， 
se Laas 
v=k, K, 


[e},=(6]+ 218) 


两 式 相 除 得 ; 
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[ET TD 
方程 式 两 边 同 乘 以 1/jos 
bse 
Tee Pe 
ReLE ]o 14284 -一 


反应 速度 (V ) 


v=k,[ ES] a so 
Vm 是 最 大 反应 速度 , 即 所 有 酶 [五 ]。 都 转变 成 
[到 SJ 时 的 反应 速度 。 


WEA (s = -by) 


f ist 
i | = LSJ 
i Ye ts 
13-6 RMR SRE K, 
wig, ale 
we rm” rs] ; (13-15) 


这 就 是 Henri-Michaelis-Menten 方程 , 简称 米 氏 方程 。 它 表达 了 反应 初速 度 与 底 物 浓 度 的 关系 。 
如 果 作 o~LS] 图 , 是 一 条 矩形 双 曲线 。 如 图 13-6 所 示 。 要 充分 注意 ,只 有 反应 时 间 足 够 短 , 确 
保 "” 是 初速 ， 底 物 消 耗 低 于 5% 时 式 (13-15) 才 是 正确 的 。 

为 了 熟悉 迅速 平衡 法 ,再 处 理 一 个 稍 复杂 一 点 的 问题 ,比如 D- 葡 萄 糖 异 构 酶 催化 b- 葡 萄 糖 
转化 为 D- 有 果糖 的 反应 。 此 反应 可 用 (13-9) 式 表示 ， 


K, ky K, 
E+S—=ES—=EP=——E+P 

[ES] 和 LEP] 分 别 是 底 物 和 酶 分 子 . 产 物 和 酶 分 子 结合 形成 的 中 心 复合 物 , 按 迅 速 平 衡 法 假定 
E+S— ES 和 万 十 Ps- 全书 P 两 过 程 迅速 达成 平衡 , 其 分 解 常数 分 别 为 天 AK, RRR 
慢 的 一 步 是 如 S 王 一 克 忆 的 转变 。 正 向 反应 速度 帝 数 为 名， 逆向 反应 速度 常数 为 ho, 以 迅速 平 
衡 法 推导 速度 方程 式 如 下 ， 

TE [al RK RE oT =A, ES] 

逆向 反应 速度 v =k. EP] 4=( Sf 

TE [ey J re RE vv, = ko LE SJ] —keoL KP] (13-16) 

Weal Ie Pe Ev, =k_.[E P]—AL ES] (13-17) 
“Ev, =—v,. FEF REE BE, PRI: 


_ 21s) 25 LE 1S 
K, 


eT Teese ? 


Se ee 


在 反应 中 酶 以 三 种 形式 存在 , 即 EES 和 EP, 
[E],.=[E]+(ES]+(EP] (13-18) 

{ELK S )FNL EPICA (13-16) #(13-18) 3078. 
LE }CS] 


0,5 0, Np ae RR 
3 


[A ILP] 
A» 


a [EJ[S]., LE][P] 
Pater Penney tan ent 


两 式 相 除 得 ， 
2 eis. BA eI 
[ET], -5 IST, TEI 
aes eee 
ee Ce a Ko» 
“oor L Bal 
. : , ee + 
RRMA RACE Jos 
hol EJ. [Ss . i kof F), [P] 
epee (13-19) 


ff +b 


人 ， 


iF 


ope ent 19) Pity S AM P fy He BEAR BR il, Ae. FERRY S TAM Pd, (13- 19) 式 都 应 当 
当 [到 三 0, 逆 向 反应 未 发 生 时 , 正 向 净 速 度 ,以 2 表示 ， 


php ia LE] LS] 
 oK,+E8] 
(13- 19) S45 Ey (13- 15) 式 。 A> VF ng = hol E Joy Sly 
1D0 一 Se a 
Kats] 
lal FE, An ELS] =0 时 ,并 令 V mr=R-oLE J. Wl; 
eae Vict PY 
we FEU A 
AEA 
mang A, [P] 
ce. oe as “人 ny ke ie 
1+ 34 4 Led 


分 子 分 母 同 柔 以 KK, Fy 


— Vimo Kl S\—V me K LP] 
K,°K,t+K,{SjJ+ KTP] 
式 (13-20) 虽 然 较 (13-15) 式 复杂 ，, 但 两 者 都 是 由 分 子 和 分 母 组 成 的 分 式 , 只 不 过 (13-15) 式 
中 ,分 子 是 一 项 ,分 母 为 二 项 ,而 (13-20) 式 分 子 为 二 项 ,分 母 为 三 项 。 仔 细 观 察 之 后 不 难看 出 ,分 
子 的 项 数 与 中 心 复合 物 存 在 的 形式 有 关 , 分 母 的 项 数 与 酶 存在 的 形式 有 关 。 (13-15) 式 表示 中 心 
复合 物 只 能 五 S 一 种 ,而 酶 存在 的 形式 为 二 种 : E 和 丈 9S。(13-20) 式 表 示 中 心 复合 物 有 二 种 形 
AES 和 五 忆 , 相 应 的 酶 存在 形式 也 多 了 一 种 , 即 E,ES,EP =f, 
迅速 平衡 法 有 二 点 假定 ， 但 这 些 假 定 并 不 能 适用 于 所 有 酶 的 催化 反应 。 迅 速 平 衡 法 要 列 出 
足够 数目 的 方程 ,如 果 酶 的 存在 形式 是 三 种 , 就 要 有 三 个 方程 联 列 , 除了 酶 本 身 的 分 布 方程 面 外 
(LE],=[E]+lES]+(EP)), GEATHE, 这 两 个 方程 得 由 二 个 迅速 平衡 式 来 确立 。 有 的 
反应 就 无 法 作 到 这 一 点 ,比如 以 胰 凝 乳 蛋白 酶 为 代表 的 各 种 酯 酶 和 蛋白 水 解 酶 ,其 反应 过 程 可 以 
表示 成 (13-21) 式 ， 


(13-20) 


v,=——V; 


ky k, ks 
E+S=——ES— ES'——E +P, (13-21) 
k-, + 
P, 


ES’ 是 乙酰 化 酶 。 酶 以 三 种 形式 存在 ， 五 、 瑟 S 和 五 S'。 要 列 出 三 个 方程 ， 除 [五 ]。=[ 五 ]+ 
[ 忆 S]+[ 瑟 SO] 而 外 ,还 需 二 个 迅速 平衡 式 , 但 (13 一 21) 中 只 有 一 个 。 因此 ,迅速 平衡 法 对 这 类 反 
应 就 无 能 为 力 了 。 除 此 而 外 ,如 果 ES 复合 物 分解 的 速度 也 是 足够 快 的 话 ， 再 假定 底 物 和 酶 之 
间 迅 速 建立 平衡 ,也 就 不 实际 了 。 这 样 ,一 个 更 为 有 力 的 方法 一 一 稳 态 法 就 越 来 越 被 广泛 地 应 用 
起 来 了 。 

如 果 式 (13-10) 中 五 $ 复合 物 分 解 为 五 和 书 的 速度 和 五 S 分 解 为 五 +S 的 速度 相 比 也 是 足 
够 快 的 话 , 则 五 S A LS 之 间 就 不 能 认为 处 于 平衡 状态 了 ,也 就 是 说 ,不 可 能 有 平衡 水 平 的 ES 
AAA. 让 我 们 考虑 把 酶 加 入 底 物 $ 溶液 中 最 初 的 很 得 时 间 内 的 变化 , KBR EEALE J. RD 
的 初始 浓度 为 [S]。， 酶 浓度 是 很 小 的 “ 催 化 量 ”, 即 LS] 之 [五 ]。 这 样 , 酶 和 底 物 的 反应 可 表示 成 
PA: 

ky ke 
E ace ee Tr 
为 了 简化 起 见 ,考虑 反应 最 初 的 很 短 时 间 内 , 由 于 产物 乙 积 累 很 少 ,逆反 应 可 以 不 计 , 上 式 可 以 简 
化 表示 为 ， 


ky Pn 
E+ S=—ES——E+P 

底 物 消耗 速度 为 2, CE IS), ROR ATER ES, ES 一 经 形成 ,就 会 按 A LES] 的 速度 解 

离 为 五 +S, RM ES 按 如 [已 3] 形成 产物 。 因 此 ,一 方面 $S 和 五 反应 形成 ES, A-FMPOoR 

合 物 ES 又 以 两 种 方式 消耗 ,五 S 的 净 形 成 速度 为 ; 
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AEST 一 和 [及 ][S] 一 和 让 已 S] 一 如 [ 尼 S] 


=k, ((E],.—[LES])({S],—-LES])—_,[ES]—2,[ES] (13-22) 
TEST HRM, ES 的 消耗 速度 (A, +A LESTE, MURMNUET ES 逐渐 积累 ， 如 图 
13-7a iat. ES PUB, ES 形成 速度 降低 , 分 解 速度 加 快 , MGR (13-22) 可 以 看 到 这 一 点 ， 
£S 积累 越 多 ([ 已 ]。 一 [ 妃 S]) 越 小 , 互 S 的 形成 速度 LE 下降。 这样, 反应 进行 到 某 一 时 刻 ， 
WARS BIH EAS 形成 ES 的 速度 和 ES 按 两 个 方向 分 解 的 速度 (ES—> E+ 8; ES—>E + 
P) FUE, 也 就 是 ES roe a we ye (SLES) = 0)。 此 时 FS 的 波 度 等 于 一 个 常数 值 ,这 种 
RAP BA RIGA”. ARIS 
BASIE KB S 的 消耗 速度 等 于 常数 ， 
产物 形成 的 速度 也 为 常数 值 ， 且 两 者 
相等 ,如 图 13-7 b 各 曲线 及 其 MK 
系 。 


加 酶 后 的 时 间 


(a) 


S 的 消耗 和 了 的 形 
成 的 稳 态 速度 


加 酶 后 时 间 


(b) 


图 13-7 (8) EMA SIWRMACCP) 几 训 秒 内 的 各 种 _ 图 13-8 稳 态 和 稳 坊 前 示意 图 
浓度 变化 (b) 五 加 入 底 物 $ 溶液 后 (JEP )FEXILE 
过 程 中 速度 的 变化 。 


在 这 里 值得 注意 , 稳 态 法 不 象 迅速 平衡 法 那样 有 一 系列 的 假定 。 但 在 这 里 为 了 处 理 问 题 方 
k, 
(i, FALLES “E+ P RET ESE +P, WER POUR, UR se mK HO 


Wi E+ P—> ES 对 速度 方程 的 影响 。 如 果 考 虑 这 个 问题 的 话 ， 不 仅 要 加 上 由 五 和 P FW 
EST, 而 且 游离 态 [ S ] 也 要 相应 改变 ,应 把 ([S]。 一 [ 瑟 S]) 改 为 ([S]。 一 [五 8] 一 [P])。 上 述 简 
化 实际 上 暗示 了 稳 态 形成 的 时 间 很 短 , 稳 态 在 产物 已 有 一 定 积累 之 前 达到 。 
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让 我 们 再 回 过 头 来 看 一 下 式 (13-22) ,仔细 观 赛 一 下 中 心 复合 物 ES HAAG. Wx 代表 
LES],xX[13-22) yom: 

dx 

dt 


=k (LE ],—x)[S]—k_, «hy x 
=k ELS ]—(ky+kp +k [S])x 

[SJ=[S],=LES],  ([S],>LES]) 
可 以 把 LS JAE, TA, 


=a—hx (13-23) 
对 (13-23) 式 积分 ,(t 一 0\x 一 0) 则 得 ， 
x= =(1—e™™) (13-24) 


图 13-8 即 是 按 式 (13-24) 夯 出 的 *([ 互 S]) 随 时 间 而 积累 的 曲线 “YS, x AACS, Bs 


为 稳 态 , 稳 态 之 前 的 状态 称 为 稳 态 前 。 达 到 稳 态 所 需 的 时 间 : 有 多 长 呢 ? 最 近 以 快速 反应 技术 ， 
如 温度 阶 差 法 等 2.21.22 对 几 种 酶 进行 了 测定 ,这 个 时 间 大 体 上 在 几 毫 秒 以 内 。 也 就 是 说 把 酶 加 
入 反应 体系 之 后 ,在 几 毫 秒 的 瞬间 就 达到 稳 态 ,因此 我 们 通常 测定 的 初速 (以 分 为 时 间 单位 ) 是 稳 
态 速度 。 | 
在 此 顺便 说 明 一 下 稳 态 前 (或 非 稳 态 )。- 在 稳 态 动力 学 中 通常 所 使 用 的 酶 浓度 是 108M 或 
更 低 些 , 底 物 浓度 和 酶 浓度 比较 起 来 是 大 过 量 的 ,反应 时 间 以 分 为 单位 ,所 测定 的 速度 是 稳 态 未 
度 ,是 整个 反应 的 速度 (取决 玫 最 慢 一 步 的 速度 ), 观察 不 到 酶 本 身 在 反应 中 的 变化 , 以 及 反应 中 
各 中 间 阶 段 的 情况 ;因而 依 稳 态 动力 学 所 推定 的 反应 机 制 是 间接 的 。 而 稳 态 前 (或 非 稳 态 ) HEB 
反映 出 酶 本 身 的 变化 ,能 够 直接 探知 反应 中 间 过 程 ,因此 从 去 前 动力 学 能 够 得 到 稳 太 动力 学 卉 不 
清楚 的 反应 机 制 的 细节 稳 态 前 动力 学 所 使 用 的 酶 浓度 较 高 ，10-" 一 10-4M ELE, 而 且 反应 迅 
速 ,一 般 在 秒 以 下 ,需要 快速 反应 技术 ,如 停 流 技术 ,温度 阶 差 方法 等 。 关 于 这 方面 的 知识 请 参看 
有 关 的 文献 0- 14) | 
按 稳 态 法 推导 米 氏 访 程 ,其 过 程 如 下 ， 
v=k,[ES] 
v kL ES] 
(EJ, [H]+(esy, 


‘ 
¥ 


ES 的 形成 速度 三 如 [五 ][S] 
ES 15) EE =k [ES] +k, [ES ]=(k+h,) [ES] 


waasut, LE) om, 


ALE I[S\=(41+%,) [ES] 


_ &LETSI 


ES 
ere meg 
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koji +k 


pesj—S pn} 


HLESIRAT QE 


val (1326) 
式 (13-25) 是 以 稳 态 法 得 到 的 米 氏 方程 ,在 推导 过 程 中 虽然 在 反应 步骤 上 有 部 分 简化 ， 但 如 
果 以 稳 态 法 处 理 非 简化 形式 E + SS ESSE PE + P, KERRIER, AAR Km 值 
更 复杂 些 , 包 括 了 反应 中 所 有 各 步骤 的 速度 常数 。 
Km 是 一 个 动力 学 常数 , 它 表 达 了 实际 的 稳 态 浓度 〈 而 不 是 平衡 浓度 ) 之 间 的 关系 。 从 米 氏 
方程 可 以 直接 看 出 Kn 值 等 于 达到 最 大 反应 速度 一 半 时 的 底 物 浓度 : 


本 seit. tell i 
三 [SJ=Kn, | VS Kin) + Km ohm 


25: Ne EGR BALA A Ha EAE ST EG HG BE. RP AR A BR AU ELL 
米 氏 机 制 进行 ，， 


Vn = 


有 Ri k 
E+S=——ES—>E+P 


-1 


中 ”两 种 方法 都 得 到 同样 的 动力 学 方程 式 ， 


中 Wa] 

Kat LS] 
四 .最 大 反应 速度 严 。 两 者 同 为 ， 

Vn=h LEI. 


图 ] 两 者 不 同 之 处 在 于 Ka. 迅速 平衡 法 Ky =.= eh 是 中 心 复 合 物 的 解 离 常数 ,而 稳 态 法 
Kate, SR by hy GRE BME)» Ws Keb BBL ATLA ICAI iM 
i 18 BE Dy IE RAS Ty LURE ED ATS ED BE BA TZ i 
Di seve Ra AEE 

@ 从 道理 上 来 看 ; 稳 态 法 是 严密 的 ,但 如 果 反 应 机 构 比 较 复杂 的 话 , 推导 起 来 比较 烦琐 ) HI 
送 式 比较 复杂 , 同 实验 结果 难于 对 应 起 来 。 迅 速 平衡 法 虽然 假定 多 ,其 结果 有 二 定 的 局 限 性 ， 只 
有 假定 正确 结果 才 正 确 ,但 此 法 易于 掌握 ,得 到 的 方程 式 比较 简单 。 近 些 年 来 由 于 快速 反应 广 
法 的 发 展 ,证 实 了 酶 和 底 物 (也 包括 抑制 剂 ) 所 形成 的 中 心 复合 物 ,其 形成 和 解 离 速 厌 确实 非 党 
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快 , 迅 速 平 衡 法 在 很 多 场合 是 正确 的 。 因 此 ,这 两 种 方法 不 能 偏 废 一 方 ,按照 具体 情况 经 常 可 以 
交替 使 用 。 

3. 酶 催化 反应 速度 与 底 物 浓度 的 关系 和 天 值 意义 的 延伸 

米 氏 方程 园 满 地 说 明了 酶 催化 反应 速度 和 底 物 浓度 的 关系 。 反 应 初速 对 底 物 浓度 作 图 是 一 
条 双 曲 线 ,如 果 [S] 外 推 到 [S]-。, 则 * 达到 极限 值 。 这 条 双 曲 线 的 曲率 是 固定 的 5K, A, 
无 关 , 因 此 ,对 服从 米 氏 方程 的 所 有 酶 来 讲 ,其 曲线 上 某 两 个 特定 点 所 对 应 的 底 物 浓度 比值 是 一 
个 常数 。 比 如 曲线 上 相应 于 70% Vn 和 10%6 Vn 两 点 所 对 应 的 底 物 浓度 之 比 总 是 21， 90% Vn 
与 10% Vin 两 点 对 应 的 底 物 浓度 之 比 总 是 81 等 。 相 应 于 70% Vn 的 点 , 即 o=0.77 my Ms 


ES Jo.7 


ee 
Kg +LS Jo.7 


2 oh 
CSJo.7= 3 Kw 


相应 于 10% Vim Fas Bl o=0.1V m, Wl: 


CS]o.1 
Km+LS Jo. 


[Sh 


S 
. 人 

Ky 值 是 一 个 非常 重要 的 动力 学 常数 ,前 面 虽 然 已 经 指出 了 Kn 的 直观 含义 ， 为 了 更 好 地 应 
用 它 , 尚 需 进一步 加 以 引伸 。 

BG, K m 对 某 一 特定 酶 来 讲 是 一 个 常数 ,就 这 一 点 ,我 们 可 以 比较 来 源 于 同一 器 官 不 同 组 
织 , 或 者 同一 组 织 的 不 同 发 育 期 的 具有 同样 作用 的 了 酶 ,判断 这 些 酶 是 完全 相同 的 酶 或 是 催化 同一 
反应 的 不 同 种 酶 ;如 果 已 知 玉 w，, 可 以 调整 实验 条 件 , 使 LS] 之 到， 得 到 严 "。 知 道 了 严 " 值 就 可 
VA Ae tH BR A AR BEV m =A LE Joy CE Jo=V m/Rp) sh Km 值 的 测定 可 鉴定 酶 的 各 种 
底 物 , 哪 种 底 物 是 “天 然 底 物 ”,Kw TBA om [Km EY AER 185 FEY BSH AD RAR, — EB 
为 天 然 底 物 ; 知 道 了 天 值 可 以 大 致 认识 到 细胞 内 底 物 的 浓度 。 一 般 来 讲 , 细胞 内 的 底 物 浓度 不 
会 包 玉 如 果 底 物 浓度 很 低 ， 虽 然 酶 对 底 物 浓度 的 变化 很 敏感 ,可 是 反应 速度 太 小 ; YY AE A 
力 不 能 发 挥 出 来 。 当 然 , 胞 内 的 底 物 浓度 也 不 会 福 天 ,因为 "怎么 也 不 会 大 于 V ms [S]=K m FA 
[S]=1000 K yy ,其 反应 速度 只 差 一 倍 , 过 多 的 底 物 是 没 用 的 。 在 很 高 的 底 物 浓度 时 : 反应 速度 对 
[S] 的 变化 不 敏感 ,不 利于 生理 活动 ;最 后 一 点 是 酶 不 仅 与 底 物 结合 , 而 且 也 与 其 他 配 体 结 合 : 如 
抑制 剂 , 激活 剂 等 。 酶 结合 配 体 后 ,天 值 发 生变 化 是 酶 活性 调节 的 一 种 方式 、 因 此 ， 如 果 发 现 
某 种 酶 在 体外 测定 的 大， 和 体内 差别 较 大 ,所 谓 非 “生理 性 ?地 高 于 体内 AK 值 。 可 以 预料 .体内 
很 可 能 存在 天 然 激 活 剂 ,降低 了 天 去 值 。 同 时 测定 各 种 不 同 物质 对 五 mw 值 的 影响 ,可 以 识别 生理 
上 有 重要 意义 的 抑制 剂 。 

4. Haldane RAH 
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0.1= 


hy 
对 于 反应 S —=P ,如 (13-6) 式 所 示 ， 


ky Re k k, 
Wee BR, E +S ESE +P, ERM O RAR, E+S— ES fi ES—=E + P, 
Ry Riz Ry 


一 2 


ae ee 


eae, 


则 ， 

hv Bas 

| ian Se 

| 我们 希望 以 动力 学 常数 Ky FU mp 表示 Kegs Wh Kime 代表 酶 对 底 物 $ 的 米 氏 常数 , 对 产 物 ( 另 

一 底 物 ) 的 米 氏 常数 以 K mp AEBS uy A or 分 别 表示 正 向 和 逆向 的 最 大 反应 速度 。 

加 十 LT hotkey 
ky k_» 


K.=K,K,= 


Kas= eS Sy: Kar= 


V me=RoLE Jos V me =F LE]. 
Ms ; | 
A ~~ RE _ kiko E ).(ko+k_1) 
VP RG k_ok_\LE ],(42+ 41) 


ine ae * PARA 


式 (13-26) 表 示 了 动力 学 常数 Kms im 和 平衡 常数 Ke. 之 间 的 关系 。 这 种 关系 在 实验 中 得 到 了 
证 实 。 例 如 :对 于 延 胡 索 酸 酶 太 " 秋 与 严 " 闻 之 比 为 ; 10.9x10497.9x10 i Kime A Kime AY Sill 
为 2.6 微克 分 子 和 8.3 微克 分 子 , 按 式 (13-26) 计 算 ， 


10.9 104x8.3 


Ku 9x 10'x2.6 一 


4.4 


Kite 5 eee — Bc, 
5. 产物 对 酶 催化 反应 速度 的 影响 
如 采 考 虑 细胞 内 的 酶 催化 反应 ,虽然 产物 不 断 地 为 另外 的 酶 所 利用 ,但 $S 和 书 总 是 同时 存在 
的 。 因 此 考虑 产物 对 反应 速度 的 影响 更 符合 实际 情况 。 
在 前 文中 实际 上 已 经 以 迅速 平衡 法 处 理 了 产物 对 催化 反应 速度 的 影响 。 对 反应 式 , 巨 +S 
k 


1 Ra Rs 
—ES— EP ——E +P, KER, 
= Rs R_s 


Ving? Kl S|] —VarkK LP] 
K,K,+K,(S]+K.[P] 


对 上 式 略 加 变换 ,以 有, 除 以 分 子 、 分 母 ， 
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K, 
V nl SI—V mA Pd 


V,= 去 
K, +[S] +7-[P] 
Pp 


Vins Ky 
Vn (S]-- 1? I ) 
K Gethin 
此 处 K,= Kinss Kp=K ray 


Vins K mse 
Vine we 


Pw 8b) 


% yf (iP) +087 


bs 3 
(13-27) 


18-27) EWR EAS 18). Bubaeh( 9] Get) eT OS], 2B LL Ki 


(1+ v=) RWF K yo WB BRL Yo BME BING BE Hy RETA SER $ 的 竞争 性 抑制 剂 对 反 


应 速度 的 影 | 
ee RE 如 果 以 稳 态 法 处 理 也 得 到 同样 的 结果 。 其 过程 如 
下 ,为 简化 起 见 考 虑 下 列 反应 ， "0 


k k, 
E +S =ES-——E+P 


d( FE | 


5 = (ha + A) LES]—(L#],—LES]) (4,181 + 42 P]) 
ESI =< (a9) + 4 oP (LE 1,—LES]) —Le- +h) LES] 
| d[ES] _ 
ig: tata sential 


_ CA LSJ +41 PLE], 
LAE os +ho+h,LS]+h_ [PJ 


Mi v= sae s]—A9(LE1-LESDLPI 


=(4,+ 4_»LPJ)LESJ—k_.LE].LP] 


将 [五 S] 代 入 ， 


qdLP] (如 十 和 [PP])(2LS] 十 42[ 忆 ])[ 五 ]。 
1 tet etSite Pi —4#L EJP] 


_ (4b [S]—k ko PLE), 
hythot+hLS]+h-oLP] 
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FA BARE re 


Cs Tah tas akg hOLPY RICE, 
arty 4 -一 二 


下 1 十 本 
a a 2 
Vins = LE], V me=k_-\LE ], 


V me Kombi SIV ne? K mel P| 
| 


此 结果 与 迅速 平衡 法 所 得 到 的 (13-20) 式 完全 一 致 。 如 果 已 知 [ S ] 和 [ 己 ]， 从 此 方程 可 以 直接 
得 到 在 S 和 忆 同 时 存在 的 情况 下 的 反应 速度 。 如 果 固 定 产物 忆 的 浓度 ， 改 变 底 物 浓 度 作 世 一 $ 
曲线 图 , 显然 不 再 是 双 曲 线 ， 因 为 在 分 子 中 多 了 一 项 常数 项 。 只 要 有 产物 存在 ,由 于 产物 的 折 制 
TEA, 总 是 使 得 酶 的 催化 反应 动力 学 变 得 复杂 化 , 也 正 是 由 于 这 个 原因 ,在 实验 上 测定 Km» Vm 
时 ,总 是 避 开 产物 的 影响 ,测定 反应 的 初速 度 。 

6. 反应 级 数 

如 有 果 有 一 个 反应 :， x*4+2B~ 忆 ,以 产物 的 形成 速度 表示 反应 速度 , 则 ， 


oP =AL ATVB] 


4， 速 度 常数 、 Cee er A 和 也 的 
浓度 、.a 和 分 别 是 浓度 L 4] 和 [了 3 ] 的 项 次 。 该 反 
应 对 反应 物 4 是 < 级 反应 ,对 了 是 2 级 反应 ， 整 个 
反应 的 级 数 为 (a + 2 ) 级 。 反 应 级 数 可 以 是 整数 
0、1、2.……'， 也 可 以 是 非 整 数 。 反 应 级 数 是 实验 值 ， 
只 表示 反应 速度 与 反应 物 浓度 的 项 次 关系 。 而 反应 
分 子 数 是 指 最 慢 一 步 反 应 中 ， 参 加 反应 的 最 低 分 子 
数目 。 如 单 分 子 反应 ， 双 分 子 反 应 。 显 然 反应 分 子 
数 必 须 是 整数 。 反 应 分 子 数 是 对 反应 机 制 而 言 的 ， 


bg Eks.= 


k_,+k 
sue Kasi 


Ne E 三 


CSIMCPI 


不 能 从 简单 的 实验 中 得 到 图 13-9 零 级 反应 产物 [了 P] 和 底 物 [ S ] 与 反应 时 间 的 关系 
© 零 级 反应 
eT SG ts sf Bed ee 
dt dt 
即 反应 速度 与 反应 物 浓 度 无 关 。 积 分 上 式 ， 
CS}—-LS],=CPI,=4t (13-28) 


[LS ] 是 初始 浓度 ,[ S ], 是 时 间 ¢ 的 底 物 浓度 ,[ 忆 ], 是 时 间 + 的 产物 浓度 。 式 (13-28) 表 示 了 零 
级 反应 底 物 的 消耗 或 产物 的 形成 与 时 间 ¢ 成 直线 关系 。 如 图 13-9 Pia: 
4[S]>Kn BY, KER #E(3-15), 
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MAS Haar 
, Katt adpee ESa hee 
一 般 来 讲 , 当 [ 8 1>100 Ky 时 ( 苹 = 了 Ps)， 近 似 地 认为 达到 亚 w; Cr S 双 曲线 在 这 一 段 属于 


零 级 反应 。 图 13-9[ S ] 和 [ 己 ] 两 线 交 于 一 点 ， 此 点 的 纵 坐标 为 -2 ， 相 应 的 栅 坐 标 二 二 EAE 


期 ， 即 一 半 底 物 转化 为 产物 所 需 的 时 间 ， 
Ls leer S 1,=4t=V t 


S Jo 
[sl -ron 


TF aly 
Voir a 


(13-29) 
© 一 级 反应 
一 级 反应 速度 与 底 物 浓度 成 正比 ， 一 全 52 一 拒 S]。 当 [ s1<K. 时 , 米 氏 方程 分 苹 中 的 


[ S 可 以 忽略 ， 则 ， 


an Va 
a Ee a ae 


Vs. 
(= ae 
一 般 来 讲 ， 米 氏 方 程 的 双 曲 线 [ S1<0.01 K, 一 段 是 一 级 反应 。 积 分 &L S ]/dz 得 ， 
Inf §S ]=—At+c 


¢; APHM,A¢ =—Om,LSI=LS]., Mle =In[s ]。 


Syl py. 
oT —kt 
[SJ=LS]e™ : (13-30) 
42(13-30) KAU =ALS], WI: 
uy =—41SI_ a's Jaa, 5 eM 40 (13-31) 
(A=AL S ],) 


式 (13-30) 和 式 (13-31) 呈 现 了 一 级 反应 的 底 物 浓度 和 反应 速度 随时 间 变 化 的 规律 。 如 图 13-10 
所 示 : 


加 下 
MA: ay cn kt 
Ler: 
2 318-57. ss —ht 
1gl S |= ost t +1igh SJ, (13-32) 
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人 
| 


Py Pe me ree ee ee 


时 间 C 


时 间 th 时 间 
(a) 


- 


(b) 


13-10 ”一 级 反应 速度 曲线 (a) 产 物 [ 了 ] 形 成 和 底 物 图 13-11 一 级 反应 isl S]~t 作 图 
[S HHS t RAHA (b)o~t HA 


e270 (13-32), lel S]~t 作 图 是 条 直线 ,斜率 为 一 = sa MHRA lel S ]。 如 图 13-11 所 不: 


4t =a, Pode ae 


2.3185 Se — at 
neigae = 2-808 (13-33) 


一 级 反应 的 半 寿 期 等 于 常数 ( 28), x Be A. BES 


—20S) 45) 


则 ， 


—atsitsl_, 
dt 


这 意味 着 一 级 反应 速度 常数 近似 等 于 dt 时 间 内 (小 的 时 间 增 量 ) 转 化 为 产物 的 底 物 分 数 。 换 言 
之 ,不 论 起 始 底 物 浓度 如 何 ,在 同样 的 时 间 间 隔 底 物 转化 为 产物 的 分 数 恒 定 。 

7. -动力 学 数据 的 处 理 

实验 上 我 们 可 以 测定 不 同 底 物 浓 度 的 反应 初速 , 按 此 数据 可 以 画 出 芯 ~[ S ] 和 矩形 双 曲 线 图 。 
但 是 从 图 上 不 能 直接 准确 地 求 出 产 。 和 天。 在 曲线 的 延长 线 上 确定 Vn, 然后 再 于 维 轴 上 找 出 

产 "/2 处 ， 在 横 轴 上 相应 地 可 以 定 出 天 值 , 但 这 只 是 粗略 的 作法 , 最 好 按 下 面 的 几 种 作法 处 理 

DDFAU » KEV m 和 K mo 

@ Lineweaver-Burk 倒数 作 图 法 


本 
+ Kket ESQ 


颠倒 分 子 和 分 母 ， 
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is Ke t{ 8 -名 sit (13-34) 
Bush (13-34) AY ~ 9 (RE AR A, EK J SABE» ABE 9 — (- 
fv =0) =e) 

8 
i 
: 全 率 - Ka 


oO 


: j= ads - ” 
#25 = Kn “2.5 


y= 2. inl es 
了 
Km = 4 x10 “5M 


4(M x 4y1) 71 x 1077 
=~ 


eae a ” 
ee = 1.25 
eee 7 
a 1.2510 


一 ae Ss “1 yy 2y71 
| Vm = 35x 107 809 EX AX 


—4 三 2 0 2 4 6 8 10 12 
Ts yemnt x 10-4 
图 13-12 Lineweaver-Burk 倒数 作 图 法 

以 Lineweaver-Burk 作 图 法 可 以 满意 地 求 得 到 和 严 , 些 法 被 广泛 地 采用 。 但 Lineweaver- 
Burk 法 也 有 其 能 点, 因 本 轴 是 5, 如 果实 验 时 [ $ ] 值 等 距 , 则 5 轴 上 的 点 子 就 不 等 距 ， 在 低 
值 处 点 子 过 密 , 高 值 处 点 子 过 稀 。 高 值 点 子 是 低 底 物 浓 度 的 速度 数据 ， 误 差 较 大 ,点 子 稀 容 易 引 
起 更 大 的 误差 。 为 了 克服 这 个 问题 在 实验 时 选择 底 物 浓度 时 要 注意 ,一般 选 在 玉 w 值 左右 , 且 
底 物 浓度 之 间 有 适当 的 间距 ,如 表 13-1 Arm: 

表 13-1 Lineweaver-Burk (FR) [S] 的 选择 


S (10°M) S(10'M-) S (10°M) = 05M) 
0.833 172 4.00 0.25 
1.00 1.0 5.00 0.20 
125 0.8 6.00 0.170 
1.67 0.6 8.00 ~ O.125 
2.00 0.5 10.00 0.10 
2.50 0.4 20.00 0.05 
3.00 0.33 
3.30 0.30 
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@) 其 他 直线 作 :图 法 
除 Lineweaver-Burk 法 以 外 ,还 有 几 个 方法 在 某 些 情况 下 使 用 可 能 更 方 便 。 如 : 也 anes- 


Woolf 法 ， 三 ~S VER, Baa S 点 分 布 均匀 ;还 有 Woolf-Angustinsson-Hofstee 作 图 法 ,一 "1S; 


Eadie-Scatchard 作 图 法 , v/S~v, oe 不 取 倒 数 。 此 二 法 更 适合 于 测定 误差 较 大 的 实验 。 
| Hanes-Woolf fF; 


| 
hea ETF 
等 式 两 边 取 倒数 ， 
ey ere ia 
a his 
[S$] _ a4 1 59] (13-35) 
v sk | ey 


IS] Ts] 作 图 , Rb, Bsa 
—Kas 


ae M,CSJ=—Kn, Pr 横 fh TB A 


#LR= 证 -= 125 x 108 
Vin = 800 丰 分 子 x 升 -1X 分 -1 


[S J/v (Sh) x 1073 


0.8 


Am __ 49, 5%= 500 4p 
#08 -Km=-“4” oe 
Km =4 x10°°>M 


一 4 = 2 WE 2 4 6 8 
CS 3(M)x 105 


图 13-13 Hanes-Woolf (5) cole 


Woolf-Augustinsson-Hofstee v onde 


ip 区 用 的 
这 二 全 
[S] 
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"一 一 尽 nT 8 十 Fn (13-36) 


v , pare ee! 、 
U~ Tg EB BBA — Km» FED E EEA Vm v= OR 5 = BUFR V m/Kme 


,90 


截 距 = 及 m=4802= 80n HEAT x FE x ap 
80 


= 斜率 = -Kn 
a Km=4x1073mM ' 
S 
20 a 
10 
0 0.4 0.8 1.2 ie eo 
baru ae 
ES 可 (分 1) x 103 
图 13-14 。 "~ 人 5 作 图 
此 外 还 有 Eadie-Scatchard 的 ea VERE: 
ERA (13-37) 


[sats Beli Ke 

Ht AI —1/K m, AVA V mK my BRR BEA V me 

上 述 几 种 作 图 法 及 特点 列 于 表 13-2 中 。 

三 、 双 底 物 双 产 物 反应 

米 氏 方程 是 以 单 底 物 系统 为 根据 推导 出 来 的 动力 学 方程 。 以 米 氏 方程 处 理 蛋 白水 解 酶 类 所 
催化 的 水 解 反应 ,其 结果 是 令 人 满意 的 。 但 对 大 多 数 其 他 酶 类 来 讲 , 反 应 中 大 多 都 涉及 两 种 底 
物 , 有 些 酶 反应 涉及 两 种 以 上 的 底 物 。 对 这 些 反 应 来 说 ,原则 上 米 氏 方程 还 是 有 效 的 ， 但 由 于 体 
系 较 单 底 物 复杂 , 米 氏 方程 就 不 完全 适用 了 。 下 面 就 双 底 物 双 产物 反应 进行 简单 地 讨论 。 一 般 
可 表示 为 ， 

4 二 也 = 人 P+Q (13-38) 
乳酸 脱 氢 酶 催化 D- 乳 酸 脱 气 生 成 为 酮 酸 的 反应 ,是 一 个 很 好 的 实例 。 
D- 乳 酸 +NAD+= 全 丙酮 酸 +TNADH 

NAD-" 相当 于 (13-38) 式 中 的 底 物 4,49 RAAT BS. R133 显示 了 反应 初速 度 与 AB 两 


底 物 浓度 的 关系 。 表 中 4。(NAD”) 国 定 在 几 种 不 同 的 浓度 ,改变 3。( 乳 酸 ) 浓度 测定 反应 的 初 
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表 13-2 四 种 作 图 法 特征 的 比较 


[8S]/5 一 [8] Ae ST. ~Kp 
2 一 /LS] | She Vine Vig 
/人 LS] 一 7 | — 1) Ke. Lay g 8 ee 


DEP SE 


速度 , v。 以 每 分 钟 每 克 分 子 酶 转化 乳酸 
为 丙酮 酸 的 克 分 子 数 表 示 (pH 6.80， 
29"C)E73。 

按 表 13-3 数据 可 作 图 13-15 , 

从 图 13-15 WL, 在 某 一 [4]。 派 度 
下 ,比如 , 1.68x 10°M 所 得 到 的 产 。 和 
Kn li 并 不 是 真正 的 挛 。 A WB ty 
Kn ltt, nfl 天。 与 底 物 [L4]。 有关。 只 
有 在 两 个 底 物 都 呈 人 饱和 浓度 时 产 。 才 是 
真 自 的 最 大 反应 速度 , RAL, BA 
浓度 时 的 天 ws 才 是 真正 的 K mn GE BIE 


V0( 分 1)X10 3 


0 
大 反应 速度 一 半 时 的 底 物 B 的 浓度 )。 [B]。，(M) x 104 
K2?? 和 天 与 [4]。 的 关系 列 于 下 表 中 。 图 13-15 双 底 物 反应 底 物 浓度 对 反应 初速 的 影响 


从 上 述 反 应 可 见 , 双 底 物 反应 与 单 底 物 反应 不 完全 相同 , 单 底 物 反 应 系统 的 动力 学 规律 不 能 
代替 双 底 物 反应 的 规律 。Cleland 系统 地 整理 了 这 种 反应 ,而 且 对 各 种 不 同情 况 以 稳 态 法 推导 了 
动力 学 方程 ”。 下 面 就 (13-38) 式 所 表示 的 反应 的 几 种 主要 机 制 进行 简单 叙述 。 各 种 反应 机 
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表 13-4 在 双 底 物 反 应 中 ， 底 物 A, 浓度 对 开 和 5 >? FIV,,, 的 ; 影响 


[4]。 K 333 | Vint 
(M) x 10° (M) x 10° (4y71) x 1074 
1.68 3.73 0.544 
2.52 3.26 0.688 
4.17 2.72 0.862 
8.34 2.06 1.08 
17.20 1.56 1.23 
55.50 1.16 1.36 

a en 0.855 1.43 


制 的 命名 首先 考虑 反应 物 和 产物 的 数目 ,如 :Uni Bi,Bi Bi,Ter Ter 等 。Uni Bi 是 一 种 底 物 生 
成 二 种 产物 的 意思 ,Bi Bi 是 二 种 底 物 二 种 产物 。 不 可 逆反 应 作为 可 逆反 应 的 一 部 分 一 们 处 理 。 
底 物 按 正 向 反应 结合 到 酶 上 的 顺序 可 排 成 A.B……3 产 物 (逆反 应 的 底 物 ) 按 从 酶 分 子 离开 的 顺 
序 排 成 P ,Q ……… 

此 外 , 因 双 底 物 以 及 多 底 物 酶 催化 反应 动力 学 机 制 比较 复杂 ,以 稳 态 法 推导 其 动力 学 表达 式 
是 一 件 很 麻烦 而 且 也 是 一 件 不 易 作 好 的 工作 ,King 和 Altman 为 此 提出 了 一 个 速度 方程 图 式 
7507-79) ,随后 Wong 和 Hanes 又 把 此 法 加 以 规则 化 “"。 图 式 法 是 一 个 很 简便 而 又 可 靠 的 方法 ， 
目前 被 广泛 地 使 用 着 。 为 了 对 此 法 有 个 初步 的 了 解 , 在 推导 动力 学 方程 时 概要 地 介绍 此 法 的 应 
用 。 

1.， 几 种 反应 机 制 

© 随机 三 元 复合 物 机 制 (迅速 平衡 随机 Bi Bi). 

A、B 二 底 物 与 酶 结合 的 顺序 是 随机 的 ,产物 P、Q 脱 离 酶 的 顺序 也 是 随机 的 。 游 离 酶 也 与 底 
物 A 结 合成 复合 物 EA, 解 离 常数 为 K (Cleland 写作 Kia), KiB 与 游离 酶 下 结合 成 EB 复 本 
物 , 解 离 常数 为 及 sa(Cleland:Kib)。 由 于 了 B 的 结合 改变 了 和 A 与 酶 结合 的 亲和力 ,所 以 A 与 EB 4 
合 形成 三 元 复合 物 EAB 时 解 离 常数 为 < 玉 4,， 当然 了 B 与 EA 结合 形成 三 元 复合 物 EAB 时 ， se 
离 常数 应 为 aK,(* Ky-aK,=K,-aK,), aK, RI WARE BHAR YN Kn fh, LHUS 
VE Kma AB CK WA SE Ks. VEDRAN: 


K ,( Kia) K (Kip) 


E.+A “=—— EA EP. .=—=> .P+4+E 
+ + + + 
B B Q Q 
x xiv) | ak, { a [ox BE> | 9 


EBs+Aj= = BABEJDSEPOCeRtrBQ 
也 可 以 用 图 13-16 表示 ， 
@ 有 序 三 元 复合 物 机 制 (有 序 Bi Bi) 
反应 顺序 可 表示 如 下 ， 
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有 ky ks ke, 
E+ AE A + B=—EAB(EPQ) .—>EQ + P—>E+9 
k kg 


Ket ALES TEE, B 结合 在 后 。 也 就 是 说 只 有 酶 与 A 结 合 之 后 才 有 利于 和 底 物 B 结 合 。 这 种 机 
制 也 可 简单 表示 成 下 图 ， 


i P Q 


EA A B 
E E 2 FAB be 
E EPQ. EQ 
B A Q P P Q 
13-16 ii i acti 图 13-17 有 序 三 元 复合 物 机 制 。 复 合 物 EAB 只 能 从 EA 形成 
ki[CA] 
A B 
BA FB 


E FP FE EQ EB 
k3 (BJ Pp Q 


图 13-18 乒乓 Bi Bi 机 制 
@ 乒乓 机 制 (乒乓 Bi Bi) 
此 反应 机 制 中 不 形成 三 元 复合 物 EAB。 酶 与 底 物 的 复合 物 为 EA(FP) 和 FEB(EQ)， 
上 面 几 个 图 中 ,水 平 直线 代表 酶 的 状态 ,箭头 代表 正 向 反应 的 底 物 结合 和 产物 脱离 的 方向 。 
E 和 FEF 代表 酶 的 稳定 形式 。 乒 乓 机 制 中 的 E 和 FE ,若是 氧化 还 原 酶 类 的 话 , 相 当 于 氧化 型 和 还 原 
型 。 几 在 反应 过 程 中 , 比较 稳定 的 酶 中 间 物 形式 ,可 以 和 底 物 发 生 双 分 子 反应 ,而 不 能 发 生 自身 
解 离 反应 的 酶 形式 称 为 稳定 态 酶 中 间 物 形式 。 其 中 包括 自由 酶 .还 有 一 个 概念 值得 注意 , 即 “中心 
复合 物 ” 和 “ 非 中 心 复 合 物 ”, 几 活性 部 位 完全 与 底 物 结合 , 不 能 再 与 其 他 配 体 结 合 的 酶 - 底 物 复合 
物 称 为 "中心 复合 物 ”; 当 然 , 活 性 部 位 未 被 底 物 完全 覆盖 的 酶 - 底 物 复 合 物 称 为 非 中 心 复 合 物 ”。 
两 者 都 属于 非 稳 定 态 酶 中 间 物 ,可 以 自身 单 分 子 解 离 ,或 异 构 化 (如 EAB=—EPQ) 之 后 单 分 子 
解 离 成 产物 。 
上 述 三 种 机 制 中 除 乒乓 Bi Bi 而 外 , 另 两 种 都 是 全 部 底 物 和 酶 结合 之 后 才 生 成 产物 , 这 类 机 
制 也 叫 作 序列 机 制 (Sequential) ,因此 把 各 机 制 分 类 如 下 ， 
en 
一 般 随 机 
序列 机 制 一 一 Theorell-Chance (以 人 名 定名 ) 


有 序 机 制 


ERP il 


随机 机 制 中 又 分 为 迅速 平衡 随机 与 一 般 随 机 。 迅 速 平衡 随机 机 制 假定 EA、.EB、EAB 复 合 物 处 
于 平衡 态 , 也 就 是 说 名 很 小 不 干扰 平衡 。 迅 速 平 衡 随机 机 制 可 用 迅速 平 衔 法 处 理 , 而 一 般 随 机 要 
用 稳 态 法 处 理 。 其 动力 学 表达 式 很 复杂 

Theorell-Chance 机 制 是 以 人 名 定名 的 机 制 ， 此 机 制 可 以 看 作 是 三 元 复合 物 EAB 浓度 极 低 
的 有 序 机 制 , 即 EA 二 元 复合 物 同 底 物 B 反 应 时 以 下 述 图 示 进 行 


ky 
5 一 -一 一、 
k 
Bild, (hs N Lks ls lie EA + B==EQ+P 
4 
E EA EQ E be 
a 
EQ Sie +Q 


图 13-19 Theorell-Chance 机 制 


2. 速度 方程 式 推导 
中 迅速 平衡 随机 Bi Bi 
如 图 13-16 所 示 , 如 果 EAB=—EPOQ 是 速度 限制 步骤 (此 步 涉 及 共 价 键 的 变化 )， 我 们 可 以 
用 通常 的 办 法 ,在 不 考虑 P、Q 的 情况 下 得 到 正 向 反应 速度 方程 。 因 只 有 三 元 复合 物 EAB 是 活 
性 的 ,所 以 ， 
v=hk,[EAB] 


x: 


v k,| EAB] 
LE LE]+LEA]+[{EB]+LEAB] 


ak,Ks 
[A][B] 
“i Bhs te Qk: ,K» ~ 
“4 pe ree ale SACD), ates 
ohn ie ve: 


Vn=,LE ],) 


如 果 底 物 B 浓度 固定 ,改变 A 的 浓度 , 式 (13-39) 可 变化 如 下 ， 


pra LA ] 
Pi Ky aks (13-40) 
Kf By) tA] (+ 台电 
或 写成 ， 
lanai ras OA (13-41) 


Ver Kei +A] 


a 


Vim AN 天 w "是 在 固定 LBJ] 时 的 表 观 严 " 和 表 观 玉 v 值 。 当 [B] 是 饱和 浓度 时 , 五 s/LB]J 和 cKs/LB] 
<0, 所 以 式 (13-40) 成 为 ， 


ae 
Vn @K,+{A] 


此 时 得 到 的 是 真正 的 V nM Kasco 
Ay TAGE YF mK ay K Fil Km sFEX (13-40) 2 PBT Bs 


Saas tat) tre! ti) 人 人 人) 
1/w~1/[A] 作 图 ， ES + EAS SAAMI 1/7 n( 1 HES), Bb A AR BE 2b (1+ 


中/ ex. 二 大 见 图 13-20 和 13-21. 


2 
7 
ry, 2 
JY J 
Y 
2 NY 
Y vS ‘ 
ey Poa 
aK, = 
Ver Vm 7 wor 
Z gM a4 1 
-一 m 
A ate 
ait PMA 
一 A, Lea 0 2 4 6 
x 
(42% Cal 
aot CB) 
AP Kp 
ak 1 +TB 本 


图 13-20 迅速 平衡 机 制 (c= 0.3) 在 不 同 的 固定 [ B] 浓 度 下 ，1/*~1/[A] 作 图 
@ 有 序 机 制 Bi Bi 


如 果 三 元 复合 物 BAB 转变 为 EPQ 是 速度 限制 步 又 ， 则 E.A.EA.B 和 EAB 处 于 平衡 态 。 
以 迅速 平衡 法 可 以 得 到 下 列 方程 式 ; 


[LAJ]LB] 
A ATTB] (13-43) 


v KN EK 
WS ape 


图 13-21 图 13-20 中 斜率 (1/LA]) 对 1/[LB] 作 图 (a); 1/7g22 对 1/LB] 作 图 (b) 


aes [A] 
或 ， Yn Aas +(1 +A2\cal (13-44) 


式 (13-44) 与 迅速 平衡 随机 机 制 在 形式 上 一 样 ,倒数 方程 作 图 形式 也 一 致 。 但 如 果 考 虑 EAB 
转变 为 EPQ 的 速度 和 分 解 反应 速度 同样 快 的 话 , 则 应 以 稳 态 法 求 得 速度 方程 。 以 King-Altman 
方法 很 容易 得 到 稳 态 方程 。 a cae i a 


an 
Qe 


EAB 


al 


在 此 循环 中 有 三 个 酶 - 底 物 复合 物 EA.EAB ff EQ, 因而 在 此 反应 中 酶 以 四 种 形式 存在 , BNE, 
EA,EAB 和 EQ。 按 循环 图 所 示 , 分 别 写 出 每 一 种 酶 形式 的 反应 步 又 ,如 ， 


A, GAN BL, 
ime fo 107m 


同样 对 EA EQ Ff EAB 可 以 写成 ， 
ROS e's i ok, 
四 sa 


EQ: : 


* 356 = 


ky WY ks 
‘ 
| EAB. 


k2(B) 
Be RECE],[EA],[EAB][EQ]4 BELT RGR Z A, 
| [LE ]ock_yh_oky + h_yhghg + Rokgh,[B] 
t [LEA Jock k_okyLA] + hyk3hyLA] 
| [EAB ]ock,k2k,[ A ][B] 
LEQ] och pkg A [BI 
; #5 TFG TA A 3K BE Hs BHI BK BL DB EET 1”, AR PLA BEE, 所 以 每 
A= TK i BRA. 
°° _[E])>=LE]+[EA]+[EAB]+[EQ] 


[EAB] _ 石和 Wi[A][B] 

© LE]o Ry(h_yR_2 + h_y 3 t+ Aok3LB]) + 2yky( Ro + 3) LA] + &y42(43 + Ay) LA JLB] 
=P BABI 

be “Aree ky kok3kiLA][BILE Jo 


| v0 OR R_gh_a + hah + Reyes B]) + yey (h_o + 3)[A] + hyha(hs + LA LB] 
LA Ryko Rs + ky) BRU Fa EE: 
{Rgki/ (ks +41) LE JoLAILBI 


a= 
Ri(k_yR_g+h_1k3) , Ra( ho +h) Ak, (13-45) 
Ghktg Ee bbe 人 下) a PIL 
式 (13-45) 可 以 写成 ， 
2 ASO MATS (13-46) 
Vn KiakKmst+KmsLAl+KmaLB]+LA]LB] c 
V m=Chgks/ (ks + 24) $LE Jo 
_ hu(B_g ths) 
Kma= "7 Chg +h) 
_ Rak 
Vma= ki ( ks + Ry) 
k_ 
Ke 一 -三 
比较 (13-44) 式 和 (13-46) 式 可 知 ,在 双 底 物 反应 中 ,迅速 平衡 法 和 稳 态 法 所 得 到 的 最 后 方程 并 不 
一 样 。 
@ 乒乓 机 制 


Clelancl 把 这 个 机 制 叫 乒 乓 Bi Bi。 如 果 不 考虑 P,Q MM RM, 如 图 13-18 ray, LA King- 
Altman 法 很 容易 得 到 速度 方程 : 


多 k3(B) 


ky peat 
EA, ve 
k3(B) 


ki ae Ie 
F, 
nd 


RAG 
FB. 
> Vers 
E, EA, F, FB 的 浓度 可 以 表示 如 下 ;， 


[LE ]ock_,k3k4[B] + Aokghy[B] 
[EA ]ock,3h,[A ][B] 
[Fock koksLA] 
[FB ]ock ks, A ][B] 
这 样 ， 
RikoksLE |oLA JLB] 


CFB FRAT + Baksh. + Ma) LB] + hese + BITATIBT 


ki kokskyLE ]ol A JLB | 
ty RokgLA ] + hgkg( Rey + 2p) (LB) + yh3( 22+ ky) LA ILB] 


kok 
矶 十 上 [LE]o[A][B] 
___ oka hy(h_1 + ho) 


式 (13-47) 可 写成 ， 


eee [AICBI 
Vn KuolAl+KmalB]+LAIB] , 


Roky 


Fa=— pee 
4- Roky’ 
Koma = hg (Ro + hy) 


(13-47) 


(13-48) 


OL ee av cs  - 


= ky(h_, +h) 
mA hy (he + Ag) 


者 固定 LB ] 变 化 A 的 浓度 可 写成 ， 


K 


a LA] 
| Four Kat (1+P24)CA] (13-49) 
| BIA HA: 
” td: fo ae TAT ~ (13-50) 
oT TAT Ra 71+ et) weenie y—S Fae) 如 图 13-22 
ee 


Ki Zot J 
OCHA a stad Ama 
Key, 


图 13-22 ER Bi ik lates geome 


纵 轴 截 距 对 1/LB ] 作 图 如 13-23, 
3. 反应 机 制 的 鉴别 
1 区 分 乒乓 机 制 和 序列 机 制 。 速度 方 


[A aa B ]) 作 图 ,乒乓 机 制 是 一 些 平 行 线 , 而 迅速 平衡 随机 和 有 序 机 制 的 


Be seh sa TR RADE ITE ARRAN Py AL ENS 
作 图 没有 区 别 。 


多 | 


O a 0 0.5 id 1.5 
17[ 抗 坏 血 酸 ] (mM) 
图 13-23 图 13-22 纵 轴 截 距 对 1/LB] 作 图 


图 13-24 抗坏血酸 氧化 艇 催化 反应 的 二 ~ 上 5 作 图 2 


[0,]=0.15mM(O), 0.2mM(@), 0.3mM(A)s0.5m 
M(&) 


抗坏血酸 氧化 酶 的 反应 属于 乒乓 Bi Bi 机 制 , 可 以 用 初速 法 鉴别 。e/v~ II 抗坏血酸 ] 作 图 
如 13-24 所 示 (e 是 酶 的 总 浓度 [五 ]o)。 
因此 ,这 个 机 制 可 按 乒 乓 机 制 写成 ， 


Ra 
Fw + A, E,, 3 Pe Es +P 
kL 


1 
Rs 

Bea 3 O27 E rea bs Op > E:: 十 H,0 
-3 


此 处 A,. PA MAR, Eo, Eres PHARMA ORE. CPE hPL 与 上 述 不 
同 : ‘ 
7a 4 BE + Mg A TP-—— 4 29 3-6 - GER + Mg ADP 
以 初速 倒数 对 底 物 浓度 作 图 得 不 到 图 13-24 那样 的 平行 直线 , Ak, 上述 催 化 反 应 不 是 乒乓 机 
制 。 究 竞 是 哪 种 机 制 呢 ? 是 迅速 平衡 随机 还 是 有 序 机 制 呢 ? 以 初速 倒数 作 图 法 不 能 解决 这 个 问 
题 。 因 双 底 物 反应 ,缺少 一 个 底 物 ， 整 个 反应 就 不 能 进行 , 所 以 可 用 二 缺 一 的 办 法 研究 两 个 底 物 
与 酶 结合 的 顺序 。 如 果 催 化 反应 是 随机 机 制 ,不 管 往 酶 液 中 先 加 入 哪 种 底 物 ,都 会 和 酶 结合 。 酶 
与 底 物 是 否 结合 ,可 用 平衡 渗析 法 或 吸收 光谱 法 ( 某 些 情况 可 用 ) 探 知 。 如 果 所 研究 的 反应 是 有 


序 机 制 ,可 能 先 加 入 A 发 生 结合 , 先 加 入 了 就 不 发 生 结合 或 反之 。 当 然 , 如 果 是 乒乓 机 制 , 加 入 底 ， 


物 A 不 仅 产生 复合 物 , 而 且 也 有 产物 生成 。 关 于 机 制 的 鉴别 ,上 述 方法 虽然 可 以 采用 ;但 用 途 有 
限 , 更 常用 的 方法 是 产物 抑制 "端点 抑制 "等 办 法 。 可 参看 有 关 文 献 -8 1907077, 
第 三 节 “ 酶 浓度 与 催化 反应 速度 


一 、 酶 浓度 与 反应 初速 的 关系 
在 酶 制剂 的 生产 中 ,以 及 医务 部 门 的 化 验 工 作 中 ,都 经 常 测定 酶 活力 ,定量 酶 浓度 。 当然 在 
科研 实践 中 专门 研究 酶 也 好 ,或 者 是 研究 其 他 生物 大 分 子 课 题 也 好 ,一 般 来 讲 , 都 要 接触 到 酶 ?得 
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机 建立 测定 醒 活 力 的 方法 ,以 便 随 时 知道 溶液 中 酶 的 含量 。 定量 酶 浓度 的 理论 基础 就 是 反应 初 
速 与 酶 浓度 之 间 的 正比 关系 。 

定量 某 酶 制剂 中 酶 的 浓度 ,除了 极 个 别 的 酶 依据 其 特殊 的 吸收 光谱 特征 可 以 直接 定量 而 外 ， 
绝 大 多 数 的 酶 都 无 法 直接 确定 浓度 。 即 使 是 有 特殊 性 质 可 利用 的 话 , 由 于 在 分 离 提 纯 过 程 中 可 
能 产生 部 分 变性 ,或 由 于 其 他 原因 , 可 能 造成 部 分 活性 的 钝 化 。 而 且 无 活力 的 酶 和 活性 酶 除 活力 
不 同 而 外 ,其 他 方面 差别 极 小 , 在 分 离 纯 化 时 往往 分 不 开 。 因 此 , 利用 除 测 活力 而 外 的 性 质 定量 
酶 浓度 有 时 也 是 不 可 靠 的 。 这 样 ,定量 酶 浓度 最 好 还 是 在 酶 发 挥 活力 的 催化 反应 中 定量 。 

按 米 氏 方程 可 知 反 应 初速 与 酶 浓度 成 正比 


站 区 <a 大 [3] 
°K +1S] Kn tisT a) 


如 果 初 始 底 物 浓度 固定 ， 则 AC ST/Ky +S] EH He, HM v= ALLA =A,LS1/Km t [S])。 
v~L Elo 作 图 呈 图 13-25 所 示 的 直线 ， 


ake Tal 


图 13-25 eb idi BE BTR RE RK AKO 图 13-26 4[S],>100K,,, EAR Hee 
Wp PR BE DH, ian BE FR oe tHE) WR ee 浓度 下 ,产物 形 成 的 数量 与 时 间 的 关系 。 
BED>K C# Jos: CB Jou? C2 Jos: C2 Jo2? C2 Jo = 

$3428: 251 


在 实验 中 必须 确保 所 测定 的 是 初速 , 即 底 物 消耗 的 百分比 很 低 ,此 时 pe 呈 直 线 关 系 , 如 图 13- 
26 Pitas. AM, 由 于 底 物 的 销 耗 ,反应 速度 变 慢 , 或 者 由 于 产物 的 积 因 逆 反应 明显 地 影响 正 向 反 
应 速度 ,使 得 p~e 作 图 逐渐 地 偏离 直线 。 因 此 正如 第 一 贡 所 述 , 测 定 酶 浓度 首先 要 确定 pe 的 
直线 范围 。 在 酶 催化 反应 中 如 果 其 他 条 件 选 择 好 之 后 ,决定 祥 上 关系 的 主要 因 素 是 底 MRE, 
酶 浓度 和 反应 时 间 。 一 般 采 用 高 底 物 浓度 [S]>100 玉 v( 零 级 反应 ) 测 定 反应 初速 定量 酶 浓度 。 
如 果 采 用 低 底 物 浓度 [S] 夺 0.01 Km, 该 反应 服从 一 级 反应 速度 规律 ; 


2.31g 二 =k+= “a rye = CE Jot 
CS ]o : 2p — 一 . / 1 / ky | 
2.3jg 上 全、 作 图 对 直线 。 如 图 13-27 所 示 。 直 线 的 斜率 等 于 帮 [ 忆 Ju( =p), 斜率 人 ~ 


(Elo 作 图 呈 直 线 。 在 实验 中 ;最 好 以 连续 测定 法 监测 反应 过 程 ,至 少 要 使 反应 进行 10 一 25% 左 
右 。 这 种 方法 适用 于 天。 很 大 的 酶 (如 ,10-27~1 MD); 或 底 物 溶解 度 很 低 的 情况 。 如 果 使 用 接 
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近 天 的 底 物 浓度 时 ,要 测定 初速 ,但 尽量 不 要 采用 这 种 底 物 浓度 。 

从 上 可 见 ,很 需要 知道 所 使 用 的 酶 的 Km 值 。 如 果 是 常用 的 酶 可 以 从 手册 上 查 得 此 数据 : 
如 果 需 要 自己 测定 ,可 采用 作 图 法 。 此 处 再 介绍 一 个 简易 的 办 法 ,只 在 两 个 底 物 浓度 下 测定 初速 . 
即 可 求 得 EK me 


v V mUS Joy 202 一 V mUS Joe 
a RE Kmt+LS Joe 


vor _ ES ]o2(K m +08 Joi) 
CS Joi(Km+LS Jo2) 


ee tate 
i vo2LS Jor—voiL S Jo2 


注意 ,在 此 实验 中 高 底 物 浓度 是 低 底 物 浓度 的 5~20 倍 ,高 
浓度 底 物 也 不 要 达 酶 全 饱和 浓度 。 
此 外 ， 米 氏 方程 的 积分 形式 也 可 用 于 定量 酶 浓度 和 求 


图 13-27 一 级 反应 (CS]<0.01Es) 得 开 。 值 。 
时 ,2.31g [LS]wLS] ~ 作 图 。 CEols: 


2.3lg[So/CS7 


(13-51) 


Co): CBo]s:CBe]e:L2.1,=8:4:3:2:1 _“alS]_ ___4a[S] 
K,t+LS] dt 
: ee: ter d[5] 
积分 ， Kaif yy ees be Ant Stats] 
Cale 
V mt=2.3 K m lg Lee +([S]}o—[S]) (13-52) 


式 (13-52) 中 [S] 是 时 间 ¢ 时 的 底 物 浓度 ,等 于 [S]o 一 [z],[S] 一 [S] 是 在 时 间 + 上 时 消耗 的 底 物 
浓度 ,等 于 时 间 ¢ 时 所 形成 的 产物 浓度 [z]。 从 式 (13-52) 可 见 ,对 任意 固定 浓度 MLS], 形成 一 
定量 [ 问 ] 所 需 的 时 间 与 严 w 成 反比 ,也 就 是 说 严 wt 对 给 定 的 [S]。 Al PLE. AV n=ALE do, 
所 以 式 (13-52) 可 表示 成 ， 
[HE ]o x BY TA] = 75 3 (13-53) 
nF « BLK 10 分 钟 产 生 1 mM 产物 , 则 2* 单位 酶 反应 5 分 钟 就 产生 1 mM 产物 。 
把 式 (13-52) 变 换 一 下 可 写成 下 式 , 以 作 图 法 求 得 瑟 w， 


.2.3.1g or on ee + (13-54) 


以 2 ig tS LS ES) 作 图 ,直线 的 斜率 为 -1/ 玉 。。 


t 
在 实验 中 ,有 时 出 现 各 种 异常 现象 ,影响 酶 的 定量 ,需要 判断 各 种 干扰 因素 产生 的 原因 ,以 便 
排除 干扰。 经 常 遇 到 的 有 以 下 几 种 情况 :第 一 ,在 初速 测定 中 , 由 于 底 物 的 消耗 和 产物 的 积累 , 道 
反应 速度 加 快 ,使 得 [站 作 图 偏离 直线 ,如 图 13-4 所 示 。 同 样 ， 如 果 考 虑 涉及 二 个 底 物 的 反 
应 ,其 中 之 一 为 气体 , 当 第 二 种 底 物 供应 不 足 时 也 会 产生 上 述 情况 ,如 ， 
AH, + E—FAD_",A+ E—FADH,.“°3E—FAD+H,0, 
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辅助 因子 FAD 需要 在 反应 中 维持 循环 使 用 , 即 FADHs 氧化 成 FAD, 如 果 氧 分 子 进入 溶液 中 的 
MEAG, BT FADH, 返回 FAD 的 速度 ,从 而 影响 整个 反应 速度 , 则 - 写 2 ~ [PE] 作 图 
| 在 高 酶 浓度 时 偏离 直线 。 第 二 ,如 果 反 应 系统 中 有 不 可 逆 抑 制剂 存在 时 ,对 反应 有 明显 的 影响 。 比 
| 如 溶液 (水 ) 或 底 物 中 有 重金 属 离子 存在 时 (Pb?t\Cu?+ 等 ) 因 酶 分 子 要 和 抑制 剂 结合 ,因此 < 
MLE To 作 图 ,在 低 浓度 [已 ]。 时 不 呈现 活力 ,但 [ 刀 ] 增 大 到 一 定 值 后 , 反应 正常 进行 , 只 不 过 


ate) 2}, 直线 不 通过 原点 。 如 图 13-28 所 示 ， 


图 13-28 酶 浓度 -速度 的 关系 (有 不 可 逆 抑 制剂 图 13-29 - 酶 浓度 -速度 关系 (竞争 性 抑制 剂 存在 
存在 ) 点 线 和 实 线 分 别 为 预想 和 实测 直线 于 酶 制剂 中 )。 点 线 和 实 线 分 别 为 预想 和 实 
测 结果 ([sJ]。 不 饱和 )。 


第 三 种 情况 是 酶 制剂 本 身 含 有 抑制 剂 , 如 竞争 性 `\ 非 竞争 性 或 反 竞 争 性 抑制 剂 等 情况 。 酶 浓度 增 
加 , 掀 制 剂 浓 度 也 增加 ，z 一 [五 ]。 作 图 情况 如 图 13-29。 

如 有 果 是 竞争 性 抑制 剂 , 当 增加 底 物 浓 度 使 酶 分 子 充分 饱 
和 时 ,可 以 殉 服 觉 争 性 抑制 剂 的 影响 ,但 非 竞 争 性 抑制 与 
底 物 浓度 无 关 , 若 是 反 竞争 性 抑制 剂 的 话 , 增加 底 物 浓度 
反而 增加 了 抑制 效果 。 除 了 上 述 三 种 情况 而 外 还 有 些 因 
素 值得 注意 ,如 两 个 酶 系统 有 一 个 共同 的 辅酶 ， 


AH,+ NAD <= P+NADH+H* 
as | 


酶 浓度 


hs E; ) 13-30 Aig? BE- JR GR BERR (两 
B+NADH+H*= QH,+NADt 种 酶 有 共同 的 辅酶 )。 点 线 为 预想 情况 ， 
KR- 实 线 为 实测 结果 CE, 被 监测 ) 


在 此 反应 中 , 底 物 AH 氧化 成 P, 而 B 还 原 为 QH,E! 和 E* 有 一 个 共同 的 辅酶 NADH。 如 果 测 
es oa de] ~ LE Jon, Ul Be war 工 受 反应 2 19 ll 27 CRY 2” 返回 供应 1 ”所 需 NAD*) 所 以 在 高 浓度 
CEI 时 是 现 图 13-30 所 示 的 偏离 情况 。 另 外 ,蛋白 水 解 梅 、 核 酸 酶 、 淀 粉 酶 等 作用 于 天 然 大 分 
子 底 物 的 情况 比较 复杂 。 由 于 底 物 是 大 分 子 , 比 如 c- 演 粉 酶 水 解 直 链 淀粉 时 产生 中 间 大 小 的 片 


"363。 


断 , 此 中 间 物 还 继续 不 断 地 水 解 ,直到 水 解 成 麦芽 糖 为 止 。 中 间 大 小 不 同 的 片断 对 酶 的 相对 亲 和 
力 不 同 ,水 解 速度 也 就 不 同 。 再 比如 蛋白 水 解 酶 水 解 蛋白 分 子 时 , 有 的 键 敏感 些 , 有 的 键 敏感 性 
差 一 些 , 因此 所 观察 到 的 结果 是 一 个 平均 结果 。 

总 之 , 酶 浓度 与 催化 反应 速度 之 间 的 关系 是 比较 复杂 的 , 但 只 要 正确 地 测定 初速 ， 就 可 以 利 
用 "~ 五 ]。 作 图 的 直线 关系 确定 酶 浓度 。 在 反应 中 如 果 出 现 各 种 千 扰 的 话 ， 就 要 充分 分 析 可 能 
出 现 的 情况 ,排除 干扰 。 

、 两 个 实际 问题 

i 1. tty ROE 

正如 上 述 , 测 定 酶 的 绝对 数量 是 办 不 到 的 。 因 此 , 一 般 把 酶 置 于 催化 反应 中 测定 反应 初速 ， 
也 就 是 把 在 一 定 的 条 件 下 (如 pH 温度 ,缓冲 液 种 类 和 浓度 等 ) 经 过 一 定时 间 所 引起 的 一 定 反应 
的 酶 量 作为 酶 的 单位 。 为 了 避免 混乱 ,国际 生物 化 学 协会 酶 委员 会 ?33 建议 了 酶 单位 的 标准 形 
ok: 1 个 酶 单位 (1 U) 是 在 特定 的 条 件 下 ,1 分 钟 内 催化 形成 工 个 微克 分 子 产 物 的 酶 量 (或 转化 
1 个 微克 分 子 底 物 的 酶 量 ) 。 所 谓 特 定 条 件 一 般 指 最 适 条 件 , 如 温度 25"C,30" 或 40"0， 最 适 pH 
值 , 底 物 浓 度 采 用 饱和 浓度 。 每 毫克 蛋白 所 含 的 酶 活力 单位 叫 作 该 酶 的 比 活 。 随 着 酶 的 提纯 ,总 
活力 要 损失 ,而 比 活 逐 渐 提 高 ,一 直达 到 纯 酶 稳定 比 活 。 

最 近 有 人 使 用 一 个 大 的 酶 单位 ;“katal”, 一 个 “katal” 是 一 秒 钟 催化 转化 工 个 克 分 子 底 物 的 
酶 量 。 如 果 把 国际 单位 和 Katal 换算 一 下 ， 

1 katal=6 x 107U 
1U 王 16.67n katal 

下 面 举 两 个 简单 的 例子 说 明 酶 的 定量 问题 ; 

例 1 ， 某 酶 粗 品 经 DEAE- 纤 维 素 柱 层 析 之 后 ， 每 毫升 含 2 毫克 蛋白 ， 取 此 酶 制剂 0.17D 
在 总 体积 为 0.5 ml 的 反应 系统 中 水 解 合成 底 物 , 反 应 2 分 钟 后 产生 20n 克 分 子 产 物 ( 在 最 适 
pH 离子 强度 .温度 等 ) ,计算 此 酶 制剂 的 浓度 和 比 活 。 

fi: 首先 解决 反应 速度 "; 


v= 200 WA F/2 _ op n Heap FE 14>! 


0.5 BH 
=20x10* uma BH! 
所 以 每 毫升 的 反应 液 为 2x10 “2U /毫升 。 因 反应 系统 为 0.5 毫升 ， 参加 反应 的 总 酶 量 为 ， 
2x10-2U /毫升 x0.5 毫升 10-2U 
即 原 ered 0.1 ul &4 10°7U, RaW: 
10-7U /10-*ml=100 U/ml 

比 活 为 ， 
100U /ml 
2 mg/ml 

Pil 2 ， 酶 在 分 离 提 纯 过 程 中 , 每 一 步 都 有 所 损失 , 所 以 总 的 收 率 一 步 比 一 步 低 , 但 比 活 一 步 
高 于 一 步 。 一 个 好 的 分 离 提纯 办 法 要 尽量 作 到 收 率 好 比 活 高 二 项 要 求 。 如 果 某 一 程序 其 提纯 倍 
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SAS ox =50U/mg 


数 很 高 ,而 收 率 很 低 , 一 般 来 讲 , 此 法 也 是 不 可 取 的 。 见 下 面 尿 激酶 制备 的 收 率 和 比 活 情况 ( 表 


13-5 和 13-6)。 


表 13-5 RRB HES Raa 


蛋 白 质 | fi 
a ele mle we | em | ee | me | ie | ee | eee, 
(hifi) mg/ml mg u/mg. pr. /mg.pr. u (4) 0 a Be 4 
aN 尿 10 0.3 | 3x10° 5 16.6 5000 100 1 
Bie PT eH i TA ER 0.02 1.5 3x 104 1500 1000 3000 60 一 60 


13-6 尿 激 路 提纯 的 技术 指 深 2 


活 比 As 
步 了 ACTA 单位 (万 ) % CTA me PASS Gee 
原 料 5000 100 16 1 
粗 品 一 3000 ~60 ~1000 60 
DEAE-4-4# SEU ~1500 ~30 ~5000 ~310 
724 BHR oT ~1350 ~27 40,000~50,000 2,500~3,100 


注 - CTA 单位 为 尿 激 酶 的 国际 单位 


从 两 表 可 见 ， 最 后 一 步 724 树脂 层 析 比 活 提高 近 十 倍 ， Weae 85~90% (4A), 是 较 好 的 一 
步 , 而 DEAE- 纤 维 素 层 析 收 率 较 差 。 

2. 什么 叫 转换 值 (turnover number) 

转换 值 岂 叫 分 子 活力 或 克 分 子 活 力 。 其 定义 为 1 克 分 子 酶 在 最 适 条 件 下 工分 钟 所 转化 的 底 
物 克 分 子 数 。 对 多 亚 基 酶 其 转换 值 也 定义 为 1 克 分 子 活 性 亚 基 ( 或 催化 中 心 ) 在 最 适 条 件 下 工分 
钟 所 转化 的 底 物 克 分 子 数 。 = canal nape Fee A Aa, 


“te Gea ee 
转换 值 如 BIKA 50~10°s)> |, PART MENS FEB RD IK 36 x 1084)! 2, 的 倒数 
FEA TEE ED” A es AT A] , WEAR AF RAY 1/4, =0.028 x 10-6 分 即 1.7 4 , Man, BBR) T 
量 为 54000,1 Got sk UNG FE in FE Rea AR EP 1 2 BPE 0.4 wa FR, Re eA “Rk 
循环 分别 为 ， 


10°53 11 x 
1 微克 二 5.4% 105 HAT =1.9x107!! HAF 
下 二 Fm 0-4 OTT [Sr 了 1x 104 分 -1 


LE]. 156% 007 Ma att 
1/k, (HEC HEM ) s 


1 上 
BIR WMC. eH 


第 四 节 ”抑制 剂 和 活化 剂 对 催化 反应 速度 的 影响 


凡 降 低 酶 催化 反应 速度 的 物质 都 被 称 为 抑制 剂 。 酶 的 抑制 剂 是 多 种 多 样 的 ， 有 的 是 小 分 子 
物质 ,如 重金 属 离子 Ag++\、Hg++ 以 及 一 氧化 碳 ` 氨 氨 酸 等 。 也 有 结构 复杂 的 大 分 子 物 质 , 如 抑制 
胰 酶 活性 的 胰 酶 抑制 剂 ,以 及 在 凝血 ,溶血 系统 中 的 各 种 大 分 子 抑制 剂 等 都 是 天 然 的 蛋白 分 子 。 
实际 上 ,在 自然 条 件 下 , 酶 的 抑制 作用 是 体内 的 一 种 必 不 可 少 的 调节 作用 。 

我 们 要 充分 注意 到 ,在 日 常生 活 中 许多 酶 的 抑制 剂 以 药物 .防腐 剂 . 毒 物 .毒素 等 形式 出 现 。 
如 磺胺 药物 一 对 氨基 葵 磺 酰胺 能 抑制 细菌 体内 叶酸 的 生物 合成 ， 因 而 对 治疗 细菌 性 疾病 很 有 
效 。 许 多 农药 实际 上 也 是 酶 的 抑制 剂 ,如 敌 百 虫 .1059、1605 等 有 机 磷 化 物 * 能 有 效 地 杀 - 死 -许多 
种 类 的 害虫 ， 主 要 是 由 于 它们 抑制 了 体内 的 脂 酶 ， 特 别 是 抑制 了 胆 碱 脂 酶 和 乙酰 胆 碱 脂 酶 。 另 
外 ,一 氧化 矶 和 氨 化 物 是 人 所 共 知 的 毒物 ,动物 之 所 以 中 毒 ,其 原因 在 于 它们 作为 狮 制 章 独 制 了 


呼吸 链 中 细胞 色素 氧化 酶 。 
iP 


0) HARE 


saan - 
酶 的 抑制 剂 一 方面 与 我 们 的 实际 生活 有 着 重要 关系 ， ant, wk PR eee 
反应 机 制 等 基础 理论 问题 的 重要 工具 。 由 此 可 见 , 研 究 酶 的 抑制 剂 及 其 作用 ,在 实际 应 用 和 理论 
研究 方面 都 有 着 重要 意义 。 [GE fi. 
如 果 一 种 抑制 剂 只 抑制 个 别 的 酶 , 则 称 之 为 特异 性 抑制 剂 。 当 然 , 如果 某 抑制 剂 可 抑制 许多 
种 酶 , 则 称 之 为 非特 异性 抑制 剂 。 但 这 二 种 称呼 并 不 严格 。 如 果 以 透析 法 或 加 入 其 他 物质 的 方 
法 能 消除 某 些 抑制 剂 的 作用 , 酶 的 活性 能 得 以 恢复 , 则 称 这 类 抑制 剂 为 可 逆 性 抑制 剂 ,反之 "抑制 
剂 与 酶 共 价 结合 ,或 者 使 得 酶 的 结构 有 了 不 可 道 的 改变 , 则 称 之 为 不 可 逆 抑 制剂 。 可 逆 抑 制剂 基 
本 上 分 为 四 种 类 型 ， 即 竞争 性 , 非 竞争 性 ` 反 竞争 性 和 线性 混合 抑制 。 实 际 反应 中 所 遇 到 的 抑制 
反应 ,其 机 制 往往 不 是 这 样 单 一 ,尤其 涉及 到 有 第 二 个 复合 物 存在 或 多 于 一 个 底 物 的 反应 中 ， 情 
况 往往 比较 复杂 。 但 是 简单 的 掀 制 类 型 是 基础 ,对 基本 类 型 有 了 一 定理 解 后 ， 复杂 情况 也 不 难 理 
解 。 下 面 就 上 述 四 种 类 型 分 别 予 以 简 述 。 如 果 我 们 考虑 反应 : E+S—QES—>E+P,4mA 
折 制 剂 (以 符号 工 表示 ) 时 ,可 用 下 列 图 示 表 示 其 作用 : 


Ri (五 a) 


E+S ES—>E+P 
+ key + 
了 Z. 


Ris(K;) By 
hk; CK,) 


El + SSS ETS (13-55) 
k_s 


ky Rh, GK) 


式 (13-55) 假 定 酶 只 有 一 个 “独立 ”的 活性 部 位 ， 三 元 复合 物 EIS 是 无 活性 的 。 因 此 只 有 ESS 


“366。 


E+ P 一 环 生成 产物 P 

一 、 竞 争 性 抑制 

一 个 酶 分 子 结合 底 物 就 不 能 结合 抑制 剂 ,结合 抑制 剂 就 不 能 结合 底 物 ,两 者 和 酶 的 结合 是 互 
相 排斥 的 。 这 种 情况 往往 是 抑制 剂 和 底 物 争夺 同一 结合 位 置 。 除 此 因素 而 外 ， 还 有 些 因 素 可 以 
造成 两 者 和 酶 的 结合 互相 排斥 的 原因 。 比 如 ,两 者 的 结合 位 置 虽 然 不 同 , 但 由 于 空间 障碍 使 得 抑 
制剂 和 底 物 不 能 同时 结合 到 酶 分 子 上 。 还 有 些 抑制 剂 ( 效 应 剂 或 调节 剂 ) 虽 然 和 酶 结合 的 位 置 不 
是 底 物 结合 的 位 置 ,可 是 由 于 抑制 剂 的 结合 引起 了 酶 构象 的 变化 ,干扰 了 底 物 和 酶 的 结合 。 竞 争 
性 抑制 可 用 下 式 表 示 ， 


ky k, 
E+ SESE +P 
= k-, 


EI (13-56) 


FE Fe PE AM i FEE FR 9 FTE PE CE ED Be th YE ee AB BY a SP — PS 
Wy, Be ZR BAY Bil re PT ET He he A EF 


CH,—COOH E HC—COOH 
+FAD=—= | +FADH, 
CH,—COOH HOOC—CH : 
RAR ERR 


两 二 酸 是 琥珀 酸 的 类 似 物 , 它 和 酶 活性 部 位 结合 ,从 而 抑制 了 底 物 和 酶 的 结合 。 但 丙 二 酸 只 是 和 
酶 结合 ,不 能 产生 氧化 还 原 反应 。 


COOH 
CH, 
COOH “两 三 酸 


己 糖 激酶 催化 葡萄 糖 和 MgATP 反应 生成 葡萄 糖 -6- 磷 酸 。 果 糖 和 甘露 糖 是 其 竞争 性 抑制 剂 , 同 
时 也 是 己 糖 激酶 的 另外 底 物 ,果糖 和 甘露 糖 在 已 糖 激酶 的 催化 下 也 能 转 化 为 产物 , 已 糖 -6- 磁 


以 稳 态 法 处 理 竞争 性 抑制 剂 可 以 得 到 如 下 结果 , 酶 以 三 种 形式 存在 ， 


[E]o=[HE]+[#S]+[(EI] | 
五 二 是 酶 和 抑制 剂 结合 的 复合 物 。 反 应 速度 oA: 
v=k[ ES] ® 
b/a Bs 
v RL ES) 


[Elo LE]+[ES]+[ET] @ 


按 稳 态 假定 ; 


ME) aye [ES] +h sLEI]—(A,08]4+ 4,07) LE 1=0 


MES) pre its}—(+a)CES1=0 
从 器 得 出 
人 kot hy 
LES] Ss k_s -8 
从 @ 得 出 
CTE) &+h, 
[ES] &[S] 
% [LE ]4,[S]=(4.+4_,) [ES] ® 
整理 四 并 把 四 代入 ， 
LET)_A&LSIEI+4. FE JIT) Athy 


71h Ree. a 


LES] k_3_ES | k_3 
—LES)(ko+ #1) +SLZI _ kot hig 
k_3LES | k_3LES ] k_s 
LE las) eo ee Rot hi ol @ 
‘TES a3 Bi hy “RiLS]- 
HO, DZERKA OMA: 
ia, Dh RLES |] 


[Zz]. > LE + esa | Bee, CTE] eng 
[ES] [zs] 


' ho 
+ 上 全 一 一 
由 ALS] | ALS] 


uz) 


“eo kL E | =V m3 


2 ee ag l. 
: oe Thm RK 
Ser ica ene ay Oe aS 
[1] ti) 3 
ene: Ps)" Ka(1+ x) +8] 
, 


__ ValS] 
8 Ee 


3 (13-57) Ym 为 没有 抑制 齐 存 在 时 的 最 大 反应 速度 ,天 EET BON HB, Ky Mev) 
表示 抑制 剂 的 抑制 强度 愈 大 。 式 (13-57) 在 形式 上 与 没 加 抑制 剂 的 米 氏 方程 类 辐 ， 只 不 过 wm Mil 


HAT RTE), Ky 值 增 大 的 程度 与 [ 刀 和 天 值 有 关 。 抑 制剂 的 浓度 越 大 ， 


(13- -57) 


¢ 368 « 


ET 的 解 离 芝 数 越 小 , 漳 届 作用 越 强 ( 即 > Am) TA PRG RE SA TG A 值 绞 大 ， 共 Oil 
作用 较 前 述 小 。 另 外 ,从 公式 中 可 见 , 最 大 反 应 速度 Vn 值 不 变 , 这 意味 着 当 加 大 底 物 浓度 时 ， 同 
样 可 以 达到 全 部 酶 饱和 成 五 S 复合 物 。 竞 争 性 抑制 剂 对 反应 的 影响 如 图 13-31 所 示 ， 


机 2 


Km Km2. Cs 3 1 1 1 


Km Km2 CS) 
图 13-32 竞争 性 抑制 剂 对 酶 动力 学 的 影响 一 倒数 作 


图 13- “St BE Fe EM HF YE HY, HR 


1 为 没有 抑制 剂 ; 曲 线 2 是 在 竞争 性 抑制 剂 存在 时 图 二 一 FS 曲线 1: 没有 抑制 剂 ; 线 2: 竞争 性 抑制 
的 >~s 曲 线 剂 存 在 时 
从 式 (13-57) 得 到 下 列 倒 数 方程 ;并 作 图 如 下 : 
A Ka(y,l0)) 1 ya : 
polite str (18-58) 


从 图 (13-32) 显 然 可 见 , 纵 轴 截 距 不 变 而 斜率 增 大 。 当 二 一 0 时 ,在 横 轴 上 的 截 距 为 一 大 六 一 


一 一世 天 下。 从 斜率 和 截 距 ( 术 轴 ) 可 以 计算 出 抑制 常数 K。 
Kq(1+52+) 


LA Dixon (FARA AB AHR K,. Mst (13-58) ATL, 


1 I. K 
aes FeK Ts i lt; 天 (+ 总 = (13-59) 


从 图 (13-33) 可 知 ， 线 1 和 线 2 ( 底 物 浓度 分 别 为 at 
CS], 和 [S],) 交 于 一 点 ， 此 点 在 横 轴 上 的 坐标 为 692) 
K,. I 
Ks 1 ge 
Fate (+t) (Sa 
Ke ae gs . 
Pret ltr hapse 
RPE GF: —K; 0 3 
[r]=—K; 13-33 ”竞争 性 抑制 的 Dixon 作 图 。 底 


二 、 非 竞争 性 抑制 剂 


如 果 酶 分 子 与 底 物 的 结合 不 影响 抑制 剂 的 结 


物 浓度 分 别 为 [S]， 和 [3]。 的 两 个 独立 
实验 中 六 一 [I] 的 作 图 


合 , 反 之 ,抑制 剂 与 酶 的 结合 也 不 影响 底 物 与 酶 的 结合 。 也 就 是 说 , 酶 与 底 物 、 抑 制剂 可 逆 地 无 
需 、 狼 立 地 结合 成 无 活性 的 三 元 复合 物 。 其 动力 学 模型 可 表示 成 ， 


K, kp 
E+S—ES— 5E+P 


~ + 
I I 
rp ox 
EI +S— ESI (13-60) 


i ES 分 解 为 妃 + 了 一步 不 干扰 E, ES, EL, EST 间 的 平衡 7 以 迅速 平衡 法 处 理 (13-60) 

反应 模型 ,得 到 下 列 结果 ; 
v=k[ ES] ) (a) 

[E]})=[E]+[ES]+[EI]+[ESI] (b) 


a hL ES] 
@/@， [ETTETTTESTHTSTTFIESTT 


_CEI(S]_[eri[s] 
Xs Ber re Sy aT ESTT) 


将 加 代入 中 得 
机 
Ki(1 ith), ste yrs 


\ 
1 


V | S| 
(Ky + tsp(1 +444) 


型 7 可 
一 五 wm 十 [3 


(K,=Ky) 

从 式 (13-61) 可 见 非 竞争 性 抑制 剂 只 影响 最 大 反应 速度 my TG 天。 值 保持 不 变 。 所 使 用 的 
抑制 剂 放量 越 大 ,天 值 越 小 , 则 抑制 因子 ( 1 + 二) 越 大 ， 对 反应 的 抑制 程度 越 大 〈 参 看 图 13- 
34), | 

非 竞 争 逢 抑制 速度 方程 的 倒数 方程 可 写成 下 式 ， 


1 | = 1 fee) 


Vv V ss “ES Vim 


(13-61) 


(13-62) 


01] 
K, 


Jw A 作 图 ， Bhs 94 ee Fa 


ey mak 时 ， 直 线 的 横 轴 截 距 


370， 


(sd 


Kn cs} 
图 13-34 非 竞 争 性 抑制 剂 对 酶 反应 动力 学 的 影响 。 ”图 13-35 非 竞 争 性 抑制 剂 对 酶 反应 动力 学 的 影 
~[8] 作 图 ， 线 1 是 没有 抑制 剂 的 ~…* 曲线 ; 线 2 响 。 倒数 方 程 作 图 (二 ~ 全 ): 线 1)2 分 别 代表 
是 在 抑制 剂 工 存在 时 的 w~。 曲线 。 无 和 有 抑制 剂 存在 的 作 图 。 
Jy Ane 13-35 所 示 。 
Java 
te oa Kn =) : : 
ae ates: rs) (13-63) 


二 ~[Z] 作 图 表明 不 同 底 物 浓度 的 Dixon Pr 4 ee F Be LARA KA 


三 、 反 竞争 性 抑制 

如 果 抑 制剂 不 能 和 游离 酶 结合 ,只 和 酶 - 底 物 
复合 物 结合 成 无 活性 的 三 元 复合 物 ESI, 这 种 
情况 在 简单 的 反应 系统 中 虽 不 常见 ， 但 在 多 元 反 
应 系统 中 是 常见 的 反应 机 制 。 这 种 机 制 叫 作 反 竞 
争 性 抑制 ， 有 的 书 也 叫 作 无 竞争 性 抑制 。 其 反应 
模型 可 表示 如 下 ， 


二 Cr3 
E+S=2ES—>E+P 13-36 4ER-AMMAIA) Dixon 作 图 。 线 1,2 代 
表 二 个 固定 底 物 浓度 的 工 ~[I] 作 图 
| 
ESI (13-64) 


IKK (13-64) 中 可 以 看 到 反应 中 总 是 要 有 一 部 分 ES 复合 物 转变 为 无 活性 的 EST, AR eri 
最 大 反应 速度 肯定 低 于 Vm, A ES + TST 反应 的 存在 ,使 得 EE + SES 平衡 向 右 
转移 , 则 反应 的 Ke? 必定 低 于 天 (未 加 抑制 剂 )。 按 式 (13-64), 以 迅速 平衡 法 很 容易 得 到 反 竞 
争 性 抑制 的 速度 方程 


" 371° 


Vin’ LS] t 
es] | (13-65) 


Ce 


Pn Bl Ky 都 相让 降低 同 补 一 个 借 数 ( 1+ = 关 。)。 其 倒数 方程 为 (13-66) 式 ， 
se 


1 1 1 | , 
a ae + 天 (1 和 (13-66) 
CI 


Ts 
1 
二 ~ 站 作 图 斜率 为 Ko/。， 纵 轴 蕉 距 为 天 (1 


v 


而 截 中 增加 ,所 以 呈现 一 系列 平行 直线 


Lf). 当 抑制 剂 浓 度 加 大 时 ;直线 斜率 不 变 


太志 让 -2 


amy 


Ly 
2 Vim 


Kinz Km CS} 


(a) 
图 -13-37 “ 反 竞 争 性 抑制 剂 对 酶 反应 动力 学 的 影响 


(a); o~[S] (FA (>) ots] 21,2 分 别 为 无 抑制 剂 和 有 抑制 剂 存在 时 的 作 图 。 


反 竞 争 性 抑制 的 Dixon taal 


1 K nn 


Bh Si RE I *-(1 ope aes aae 是 一 系 


列 平 行 线 , 如 图 13-38, 
、 线 性 混合 型 抑制 


° 372° 


Pe ee Cathie ie 


._ — 


图 13-38 反 竞 争 性 抑制 的 Dixzon FA 


(13-55) 抑 制 反 应 模型 中 ,如 果 Ki= Kj (Ky 二) 是 纯 非 竞 争 性 抑制 类 型 ; 玉 : = “< ,是 纯 竞 
争 性 抑制 类 型 ;Ki 三 <， 是 纯 反 竞争 性 抑制 ; 如 果 开关 KICKEsKs) 且 为 有 限 值 时 是 混合 型 抑 
制 , 令 K,=ak,, A KK; =K,K,, Mi Ki =aK,, 混合 型 抑制 可 表示 如 下 : 


kK, 
E+S=—— ES—\E+P 
二 十 
He “4 
K; K 
| ak, I< : 
EE+S—ESI (13-68) 


(13-67) APA @K,.¢K, 分 别 是 三 元 复合 物 ESI 的 底 物 和 抑制 剂 解 离 常数 。 也 就 是 说 由 于 抑 
制剂 和 酶 分 子 的 结合 改变 了 底 物 的 解 离 常 数 (天 ,>cK,)， 由 于 底 物 和 酶 分 子 的 结合 改变 了 抑制 
剂 从 复合 物 上 解 离 的 解 离 常数 (天 ,CKi)。 

以 迅速 平衡 法 可 以 很 容易 地 得 到 如 下 速度 方程 ， 


V nS] 
comma TVS Thal os 2 \ SY Aaa | (13-69) 
K n(1 +44) + ++ O93 3 
SSK (13-69) Si id 5 WL, = 1, AEE Se EAM Bs M4 1 WP ELS Jf hth i A 
Bee HER 5 WH ASRS HY i SA ll FL ey HR A se Hd ATE, Ee BL] PAR Ses Pe ke AM ls A cx 
L, CS TRAM REA, ARR eH PEM HAS APOE, PM PAE os fe Be 5 He le eM 
制 | 。 


(13-69) 式 经 变换 可 得 到 倒数 方程 (13-70) 式 ; 


(13-70) 


Aw ta remseat Kala +E) /r,, sidinnoatst CE) /mr 5 MiB 13-39 BA 


Km, Km, CS) 


(a) 


图 13-39 混合 型 抑制 剂 对 酶 反应 动力 学 的 影响 “(a) o~ LSTA Cb) orem ) 线 1、2 分 
别 为 无 和 有 抑制 剂 存在 时 的 作 图 
于 述 四 种 抑制 类 型 在 实验 上 是 很 容易 区 分 的 。 抑 制程 度 与 底 物 浓度 的 关系 显然 不 同 ， 
@ 底 物 浓度 的 改变 对 抑制 程度 没有 影响 ,这 是 纯 非 竞争 性 抑制 的 特征 。 
@) 底 物 浓 度 增加 ,抑制 程度 降低 。 这 是 竞争 性 抑制 剂 的 特征 。 
图 底 物 浓度 增加 ,抑制 程度 也 增加 ,这 种 特征 是 反 竞 争 性 抑制 的 标志 。 
表 13-7 抑制 类 型 及 其 特征 的 比较 


| 下 r eels | Il WV 
名 称 we tt 非 竞争 性 反 竞 争 性 混 A 型 
斜 率 i 2 增 大 不 变 增 k 
纵 轴 截 距 不 变 增 大 HOR 增 2 
BE Sh FE 减 小 不 变 增 一 大 减 小 或 增 大 


与 无 抑制 剂 倒数 作 图 的 交点 | 交 纵 轴 上 一 点 | 交 横 轴 延 长 线 上 一 点 | “平行 无 交点 | 在 第 二 象限 内 或 第 三 象限 内 一 点 


1 


t 


TV 


分 析 实 验 数 据 确 立 抑制 类 型 最 常用 而 且 也 是 最 有 力 的 方法 是 Lineweaver-Burk 作 图 法 ,各 
种 抑制 类 型 的 特征 一 目 了 然 , 因 此 把 这 种 作 图 叫 作 一 级 作 图 。 一 级 作 图 的 斜率 或 截 距 对 [ 工 ] 作 
图 叫 作 二 级 作 图 。 二 级 斜率 作 图 的 斜率 可 表示 成 : Km/VnKi, RBPE ERY BH Ze AV 
1/@K Vn, Bl King 天 可 从 不 加 抑制 剂 的 实验 中 得 到 ， 所 以 从 二 级 作 图 中 可 以 很 容易 地 计算 出 
Ki 和 :ca 天 ,。 此 外 ,Dixon 作 图 法 也 常用 于 求 玉 ,。 为 便于 掌握 一 级 作 图 的 特征 列表 如 上 ， 

五 、 酶 催化 反应 的 活化 剂 

有 些 物 质 的 作用 与 抑制 剂 的 作用 相反 , 起 着 活化 作用 , 加 强 酶 作用 的 效果 。 在 某 些 情况 下 ， 
只 有 在 活化 剂 的 存在 下 , 酶 催化 反应 才能 进行 ,或 者 说 只 有 在 活化 剂 的 存在 下 催化 反应 速度 才能 
测 得 出 来 。 在 酶 催化 反应 中 ,能 够 起 活化 剂 作用 的 物质 很 多 ， 如 ， 某 些 无 机 离子 ， 某 些 有 机 分 子 
以 及 大 分 子 等 都 可 能 是 酶 的 活化 剂 。 活 化 剂 的 活化 作用 主要 是 : 由 于 活化 剂 与 游离 酶 相 结合 形 
成 活性 酶 复合 物 ; 活化 剂 与 底 物 相 结合 形成 复合 的 活性 底 物 ; 或 者 和 LE, ES 都 能 结合 形成 三 元 
复合 物 等 多 种 情况 。 因 活化 作用 和 抑制 作用 类 同 ,在 此 不 多 叙述 , 仅 就 二 种 类 型 的 活化 作用 简 述 
如 下 。 

1. 活化 剂 和 与 酶 形成 瑟 4 活性 复合 物 。 

活化 动力 学 模型 与 抑制 动力 学 模型 采取 一 致 的 符号 ,可 表示 如 下 ， 


E 
+ 
A 
和 | 和 
1 ks k, 
EA+S—EAS—>EA+P (13-71) 


R-5 
以 稳 态 法 处 理 可 得 到 如 下 反应 速度 方程 式 : 
Vm 


is! 1+F 5 GE) 


(13-72) 


V y= hy E Joy Ky =p, 玉 一 (活化 常数 )。 显 而 易 见 ， 此 类 型 的 活化 剂 只 影响 反 应 的 


Kw 值 ,并 不 影响 严 。。 若 和 抑制 剂 的 类 型 相 类 比 ,应 属于 竞争 性 活化 。 式 (13-72) 的 倒数 方程 可 
表示 如 下 ， 


CA 


KEK: 中 [加 大 , 儿 率 降低 ,反应 速度 增 大 ; @ [4] 降 低 , 斜 率 增 大 ,反应 速度 ~" 降低; 


@ [人 =0,=0。 另 外 , 当 [S]= oo( 在 4 存在 的 前 提 下 ) 时 ,一 六 ws。 若 固定 [S], 以 二 ~ 让 作 
图 可 求 出 天 


(13-73) 


eMC AR : 
i-(p ) pts Ta Ie 


ire © 
] 两 直线 相交 于 一 Fis Lal) x,” 


V nl SJ 


E19], ALS], Hla Knit FB ~ 


如 果 活 化 剂 4 与 底 物 结合 ,其 模型 可 表示 如 下 ， 


E+S 
+ 
A 
a 
5 k, 
E+AS—EAS—-E+P+4+4 (13-75) 


速度 方程 式 (13-75) 与 (13-72) 完 全 相同 ,也 属 竞争 性 活化 中 的 一 种 情况 。 
2. 活化 剂 与 游离 酶 . 酶 - 底 物 复合 物 结合 。 


五 


E+S—ES 

+ + 

A A \ 
falis a nal S24 

EA+S—— EAS —>EX+P (13-76) 


活化 剂 和 酶 结合 不 影响 底 物 与 酶 结合 ， 同 样 底 物 结合 也 不 影响 活化 剂 与 酶 的 结合 。 活 化 剂 的 作 
用 只 对 酶 的 活性 有 影响 , 也 就 是 说 , 未 结合 活化 剂 的 五 $ 复合 物 是 无 活性 的 ， AA ESAS 
合 物 才 有 活性 。 以 迅速 平衡 法 得 到 如 下 方程 


ce le ]。 一 
(+r) +E) 


Ky 
hea Bsn Fa, ( ‘Ta ]) (13-77) 


显然 此 种 类 型 的 活化 剂 只 影响 严 。 而 不 影响 玉 。， 属 于 非 竞 争 性 活化 作用 。 其 倒数 方程 式 
(13-78) 如 下 ， 


K K 

1 十 一 1+—+)K 
[ A ( sal, Bias sok " 
ae was aa ee FS (13-78) 
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HANI RHA K /LAD) KP ny a ies (1+ Tia 


y)/ 7a. 半 横 轴 ra PB n—-z(+=0, 
= gk). 车 已 知 活化 剂 [人 的 浓度 和 0 就 可 以 计算 出 天 


以 Dixon 作 图 法 也 可 以 得 到 天 4。 当 [8] 为 常数 时 ,一 wales MACS], FILS], 


, VA 


2: ii ad 
两 直线 交 于 一 点 ; fal Kr 
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SAT PH 对 酶 催化 反应 速度 的 影响 


影响 酶 催化 反应 速度 的 因素 除 前 述 的 各 种 浓度 因素 ( 底 物 浓度 `\ 酶 浓度 .抑制 剂 浓度 ) 而 外 ， 
溶液 酸碱度 的 变化 也 对 反应 速度 有 很 大 影响 。 研 究 酶 催化 反应 速度 与 pH 值 的 关系 能 够 更 进 一 
步 地 了 解 酶 活性 部 位 中 的 重要 基 团 以 及 这 些 基 团 在 催化 反应 中 的 作用 ， 进 而 增进 对 反应 机 制 的 
了 解 。 但 是 pH 值 对 酶 催化 反应 的 影响 是 一 个 很 复杂 的 课题 ,在 这 里 只 能 作 简 单 的 介绍 。 

酶 催化 反应 速度 随 着 pH 值 的 变化 ,多数 情况 下 都 
呈 左 右 对 称 的 钟 形 , 如 图 13-40 所 示 。 一 般 把 反应 速度 


最 大 时 的 pH 值 叫 作 “ 最 适 pH? ,但 是 一 定 要 注意 “ 最 适 4.0 
pH” 值 受 很 多 因素 的 限制 ,在 作 酶 催化 反应 与 PH 关系， 
的 实验 中 总 是 在 一 系列 的 实验 条 件 下 完成 的 ,比如 : HE & 3.0 
物 的 种 类 、\ 底 物 的 浓度 .温度 .反应 时 间 、 缓 冲 液 种 类 和 名 
浓度 等 。 只 有 这 些 因素 都 确定 下 来 之 后 ,才能 得 到 pH 2.0 
值 与 反应 速度 ”的 关系 曲线 。 因 而 “最 适 PH” AB XS 
< 1.0 o 


受 这 些 实验 参数 的 限制 。 如 果 这 些 参数 发 生 了 变化 ， 最 
适 pH 值 也 发 生变 化 。 比 如 :和 牛 肠 粘 膜 碱 性 磷酸 酶 催 


ACBRBA RETR, ZENG Poe 度 为 2.5 x 10-5M 时 ,最 
适 pH2 为 8.3,mLS]=2.5x107°M i, His pH BB 
pH 10。 如 图 13- 刀 所 示 。 因 此 在 使 用 最 适 pH 值 时 需 
要 给 以 严格 限定 ,在 解释 有 关 结 果 时 要 慎重 。 

一 、pH 对 酶 稳定 性 的 影响 


5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 
pH 


图 13-40 pH 对 酶 催化 反应 速度 的 影响 : @- 
胰 凝 乳 蛋 白 酶 水 解 N- 乙 酰 色 氨 酰 胺 了 "一 PH 。 


在 解释 酶 催化 反应 速度 ~pH 的 钟 形 曲线 时 ， 首 先 就 会 想到 pH 值 对 酶 催化 活性 部 位 的 影 
响 。 一 般 来 讲 ,活性 部 位 的 重要 基 团 一 是 结合 底 物 ,二 是 催化 底 物 转化 为 产物 。 一 般 ， 这 些 基 团 
是 带电 的 氨基 酸 侧 链 基 团 ,这 些 基 团 在 结合 底 物 和 转化 底 物 为 产物 时 ,必须 处 于 某 一 特定 的 解 离 
状态 ;pH 的 变化 可 以 直接 影响 基 团 的 解 离 状 态 , 从 而 影响 反应 速度 。 但 是 ,这 个 问题 很 复杂 ， 还 


有 许多 因素 要 考虑 在 内 。 首 先是 PH 的 变化 对 酶 蛋白 分 子 稳定 性 的 影 


i, hk, Sear FER 


强 碱 中 都 发 生 不 可 逆 的 变性 。 但 各 种 酶 变性 PH 7S FA lel, on Se AA, FEE pH 7 时 很 快 就 失 
去 活性 ,而 在 pPH1.5, 反 而 相当 稳定 。 碱 性 磷酸 酶 ( 乳 ) 在 PH 7 一 9 很 稳定 ,p 也 9.5 以 上 迅速 钝 化 。 


° 377。 


Heid PH(38'C) 


—Ig(S Jo 


(b) 


图 13-41 SEO AA CER Hy PA BRE) RT A Me GE RG Fig TE pH 的 影响 。(a) RARE A is So rie BE 
ily: A:2.5% 10-8; B:5< 10-5; C:1x10-*; D:5 10-4; E:7.5* 10; F:2.5x10-°; G:2.5 
«10-*; H:7.5%10-*. (b): (a) hae pH 值 数据 对 lgCS] 作 图 
因此 在 研究 PH~v 关系 时 ， 首 先 要 排除 酸 碱 变 性 这 一 因素 。 其 次 要 考虑 底 物 分 子 解 离 状 态 与 
pH 的 关系 。 底 物 的 解 离 状 态 直 接 关系 到 与 酶 分 子 的 结合 和 产物 的 形成 ， 如 果 忽 略 了 这 一 因素 ， 
也 不 能 正确 地 解释 PH~e 曲线 。 还 要 考虑 到 有 些 酶 催化 反应 本 身 束 需 要 氢 离 子 或 放出 氨 离 子 ， 
比如 ,许多 脱 氨 酶 类 ; | 
AH, + NAD*==A + NADH + H* 

另外 ,由 于 酶 分 子 表面 还 有 许多 可 解 离 基 团 ,这 些 基 团 对 pH 值 很 敏感 ,其 解 离 状态 也 随 pH 变化 
而 变化 。 这 些 变化 虽然 不 直接 影响 催化 反应 ， 但 是 否 也 应 考虑 到 这 种 变化 会 使 分 子 构象 发 生 某 
种 变化 ,从 而 对 反应 速度 有 所 影响 。 从 上 述 可 知 , 为 什么 在 某 pP 也 时 达 速 度 最 大 值 , 而 在 其 他 pH 
值 (高 于 或 低 于 "最 适 pH?) 时 速度 降低 ,这 个 问题 所 涉及 的 因素 很 多 ,无疑 , 活性 部 位 的 变化 是 重 
要 因素 之 一 ,但 不 能 单纯 归结 于 活性 部 位 内 解 离 状态 变化 。 为 了 把 pH 一 >” 曲线 与 活性 状态 直接 
联系 起 来 ,就 需要 以 各 种 办 法 排除 其 他 因素 的 和 干扰。 首先 要 排除 酸 碱 不 稳定 性 问题 ,要 事先 作 酶 
的 pH 稳定 性 实验 。 第 二 , 底 物 的 解 离 状 态 要 在 无 酶 的 情况 下 单独 研究 。 即 使 这 样 ， 自己 认为 已 
经 考虑 了 各 种 可 能 的 因素 ,在 解释 实验 结果 时 也 要 小 心 , 因 为 还 可 能 有 些 因素 未 考虑 在 内 。 下 面 
我 们 就 酶 的 pH 稳定 性 问题 稍 加 叙述 。 

酶 的 pH 稳定 性 问题 也 与 很 多 因素 有 关 , 比如 胰 酶 ,保温 条 件 不 同 pH 稳定 性 曲线 差别 很 大 ， 
如 图 13-42, 在 30"C 保 源 24 小 时 之 后 其 pH fae YE dn Ata pH 2.5 时 最 稳定 ,而 在 pH 1 和 
8 活力 基本 趟 失 ; 若 在 0"G 保 温 15 分 钟 , 则 一 直到 pH 10 FFD ABEM, — RORY, REN 酶 一 pH 
稳定 性 的 因素 ,首先 是 酶 本 身 的 浓度 和 纯度 。 低 浓度 时 往往 不 稳定 ,高 浓度 时 较 稳 定 ， 酶 纯度 越 
高 稳定 性 越 差 (但 纯度 低 时 ,有 时 可 能 有 其 他 不 稳定 因素 存在 , 酶 也 不 一 定 稳定 ); 其 次 是 底 物 浓 
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度 和 辅 因 子 浓度 ;还 有 温度 因素 ,在 0"C 所 作 的 稳定 性 曲线 不 能 推论 到 其 他 温度; 离子 强度 ， 2B ih 
溶液 种 类 ,有 无 保护 剂 以 及 保护 剂 的 浓度 等 (如 常用 的 两 三 醇 , 一 SH 化 合 物 ) 都 对 稳定 性 有 所 影 


响 。 


RAT SA 


50 30°C 
40 24 小 时 
* 可 
20 
10 
0.12345 67 8 9 10111213 14 
pH 
图 13-42 [RARE PPR ARE PD PH 稳定 性 Al .13-43° pH MBA DMB ete RI. HAZE 4: 
: o~pH 作 图 ; 曲线 B: 在 指定 的 pH 保温 后 在 pPH6.8 
测定 >。 


研究 酶 的 PH 稳定 性 时 ,实验 中 采用 的 保温 时 间 至 少 要 相当 于 活力 测定 时 所 需 的 时 间 , 然 后 ， 
调 回 到 “最 适 pH 测定 残余 活力 。 图 13-43 BAA, 此 酶 在 pH 5 一 8 不 失 话 ,而 在 pH 4.0 以 
下 ,8.0 以 上 发 生变 性 ,活力 降低 。 这 样 ,对 o~pH 曲线 4 就 有 了 较为 明确 的 解释 : 在 pH6.8 僵 


5 和 6. 


8 一 8 反应 速度 降低 可 以 认为 是 pH 变化 改变 了 活性 部 位 重要 基 团 的 解 离 状 态 。 在 PH4.0 


以 下 ,pH 8.0 以 上 ,速度 降低 是 由 于 变性 所 致 ; 或 是 这 两 种 因素 都 包括 在 内 的 作用 。 

二 、pH 与 催化 反应 速度 

假定 酶 活性 部 位 有 二 个 可 解 离 基 团 ( 如 ;一 个 羧基 ,一 个 氨基 ) 这 两 个 基 团 的 解 离 状 态 随 pH 
变化 而 变化 。 以 X 和 站 分别 代表 羧基 和 和 氢 基 基 团 。 当 pH 在 酸性 范围 时 ,X、Y 都 带 有 质子 ， 呈 
XH, YH 型 , 即 酶 以 EH, 状态 存在 。 当 pH 增高 ( 氨 离 子 浓度 降低 ) 时 ,XH 解 离 为 X， 酶 呈 EH 
态 ;pH 再 增高 YH 解 离 为 Y, 酶 呈 互 状态 ,如 图 13-44 所 示 ， 

pH 不 仅 影响 游离 态 ( 未 结合 底 物 ) 酶 的 解 离 状态 ， 对 酶 - 底 物 复合 物 的 解 离 也 产生 同样 的 作 


—yi* 
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图 13-44 AGA HEA JED ROAR Aa 


用 。 EH,.4AYE 5 s 结合 成 EH,S,EHS,ES 三 种 形式 。 


可 表示 如 下 ， 


K; 
fara” | 
EH ,S—EHS—ES 
Kea | k, Keun 

EH+P 


其 解 离 方式 及 它们 之 间 的 关系 


(13-78) 


设 (13-78) 式 中 所 表示 的 各 可 逆 过 程 都 迅速 达成 平衡 ,而 且 LHS>E+P—-GAR ROR, UW 
ke pane 常数 。 以 迅速 平衡 法 处 理 (13-78) 式 ,产物 P 的 生成 速度 v LA Pe: 


1 RL EHS] 
BRE EEA PB A A, ER ELE A Zea a Ps 


[E],=(#2]+(EH]+([EH2]+[ES]+(EHS]+(EH,S] ® 


@/®: 
v kL EAS] 


[LE], ~ [E]+ [EH ]+(EH,]+LE£S]+ LESH ]+LEH2S] © 
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[HH2] 
[LEAS ]|[H*] 
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Ns = Kes; 
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从 中 可 得 到 : 


K.oK;, 


[z]= ors rere Le sI 
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cs 
K {H*] 


(HH. |= K.iLS] 


LEHS] 


[Es]=q78 [EHS] 


(eH,s]= I ens] 
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HORAOE: 


AL E ICS] 
[H*] 


上 式 看 起 来 很 复杂 ， 


“80 > 


= Kes2 


Pie (3 vis didnt a )+rs] (1 (1+ +e + 


实际 上 和 米 氏 方程 是 一 样 的 。 可 整理 成 下 式 ， 


K 32 ) (13-79: 
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| are 人 1+ UPL Bet} ‘Cs] 
K, (eT, rasy)/ (1+ ec tee) tes 


v= 


the lS] 
| on Me a 
sa gAtt oy tH) 
Kt 2K! 1 (13-80) 
(+8 ] a at) 
Kote 
yr 下 [E] et 一 ---- 
m 2 ° re | Ee (13-81) 
Kes Le 
从 而 ， 
fae AGS 1 
Kw. OK, [LH*] | Kee (13-82) 
= Ke * THY] 


Hi(13-82) FF, AAA Kei Al Keo, DE RIRAS E BY Pa) ee SS 9 APS Bs ZN (13-81) th, 
OA SRD AAS A BOG AS — APS SP SK eo FK 02, RAMEE AT AS BR Kes, 
Kea, Kes 和 Kes20 Bolsa 82) 在 酸性 范围 内 ， 括号 中 pH 依赖 项 (H*1/Ka GES VE /KE 反 
比 于 [LH- ]， 


三 [HT ]>K.\(>Ke2) 
则 ， ae 1a 
OVE REE. 1 Fa or | 


—— ow 2 
Ver \) “Ei [AIK K, Eau 


取 对 数 ， le( 


ee 
去 号) 一 常数 十 pH 


在 低 pH tint, te( £8 ) 对 pH 作 图 针 率 为 正 值 1, 见 图 13-45 Ae 


4K >[H*I> Ka, 处 于 中 间 pH 区 域 时 ,括号 pH wea Lae), dst 
(13-82) 变 成 : 
人 2 
Kit K, 
IgV 2" /K x ~pH 作 图 斜率 为 零 , 如 图 13-45 中 间 部 分 。 
MWK oo MOREE 4 )IBF (13-82) 
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Ve. del Be : 
K® Ki Kea LAA 
™ 
ye 
取 对 数 : lg ut hae — PH 


Ve + 
lg Eee 作 图 斜率 为 负 1, 见 图 13-45 右 


站 


侧 图 形 。 

斜率 为 正 1 与 斜率 为 零 的 两 条 线 交 于 一 
点 ， 在 交点 处 下 列 等 式 成 立 ; 
ALEK 1 _ bl FE], 

图 13-45 1gV"" /EN ~pH 作 图 K, Cara i, 

PALL, CH*J=Ke, pH=pK.,. AR, PRHR SHR 1 两 线 交 于 另 一 点 , 在 此 点 [Ht]= 
Ko, PH=p Eee. 

实际 上 按 式 (13-82) 作 图 ，1lg VR / KA ~pH 作 图 斜率 并 不 是 1,0, 一 1 那样 突然 变化 的 ， 而 
是 呈 图 13-45 实 线 所 表示 的 圆滑 曲线 ,在 酸性 pH 侧 的 VE /K RE, 

Ven Jae 1 


mn KS, [H*] 
1+ Ka 
2) 1=foaee 
ee _ ALE], ada 
H* ‘ 
igh tal bl F le lg 2=1 bal Fas 0.30. 


BN EL At] =Ke, 时 ,曲线 低 于 交点 0.30, 见 图 13-45 所 示 。 同 样 1g 7) ~pH HE TR Kes 
和 Keso 如 图 13-46, Meee 
MIR. le 7 =H + PH 


H UE 35 

中 间 区 域 14+), ee 

碱 性 区 域 rts ta 2x — pH, 

式 (13-80) 是 Ki’ 5 pH 的 关系 式 , 其 中 包含 了 Ket, Ke, Kea M Kes 四 个 解 离 常数 。 按 
道理 单独 作 一 1g KE’ ~pH 图 就 应 该 能 确定 下 四 个 解 离 常 数 ,但 由 于 解 离 常数 间 的 BE Cn 
开 si 王 玉 es1) 往 往 收 不 到 巴 想 的 效果 。Dixonm 建议 22 以 一 1g Ki ~pH 作 图 为 参 考 , 同时 作 三 个 
图 确定 各 个 解 离 常 数 , 如 图 13-47 Prax. —lg Kn ~pH 作 图 ,斜率 随 pH 增高 而 降低 ， 相 当 于 游 
iA ASHE RA (EH .>EA>E), ii pH 增高 ,斜率 增 大 ,相当 于 酶 的 复合 DRA. —le Ki ~ 
pH iPAST levi ha MmilsVaR Ze: 
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全 时 ,1g Vin, 一 ]g F as 
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|g Ki, ~pH fF 


[到 

<8 
2 ie 
=e BA 
= > 
oo x2 
+ 2 
ze glk 
X fo) 
a Zi 
re aD 
st 2? 
bp | 
a ie 
RS Ri 
< 
om 
一 
Ra 


OT+¢ A yyay “yd 


=ig ft Ser, /KS 7s 

游离 酶 与 酶 复 合 物 的 解 离 常数 不 等 时 〈 即 pK..ASpKeo1, PKeosPKeo2), 4A 13-47 所 示 。 
如 果 PK。i: 王 PK。oiyPpK。 一 PK。， 则 pKw ~pH 作 图 呈 和 斜率 为 零 的 直线 ,平行 于 横 轴 ， 如 图 13-48 
Max, K.=K.. 意味 着 解 离 基 团 的 解 离 状 态 不 影响 底 物 和 酶 结合 , 换 句 话说 , 也 就 是 此 解 离 基 
团 的 作用 与 结合 底 物 无 关 , 可 能 是 催化 底 物 转化 为 产物 的 基 团 。 

TA ARG TEIL A Wik NAG-Glu-¢ NO, 的 水 解 反 应 3 其 Dixon 作 图 如 13-49 所 示 。| 从 
图 上 可 知 ， pK.;~4,pK..~5.6—5.8, Ak ZK RMEVERAT eRe. MAW PE, 一 
pH (EA Ay 4, pK.2ASpK..2,PK..26.1—6.3, 

从 表 13-8 结合 基 团 PK 值 和 解 离 热 ( 从 PKR ERATOR TD OS att 前 一 个 基 
团 是 一 COOH , 而 后 一 个 基 团 可 能 是 一 COOH 或 咪唑 基 。 从 其 他 研究 方法 (如 :和 -射线 衍射 分 
析 5 乱 ,核磁 共振 "2) 得 知 ,这 二 个 基 团 分 别 是 Asp-52 和 Glu-35 的 羧基 。 而 且 可 以 推断 Asp-52 
处 于 解 离 状 态 ( 一 COO-) ,后 者 Glu-35 处 于 非 解 离 状 态 ( 一 COOH) 是 酶 的 活性 形式 。 


表 13-8 各 种 解 离 基 团 的 特性 


=2) fae 大 人 也 


pk AH ( 千 卡 / 克 分 子 ) 
SA ”温度 对 酶 催化 反应 速度 的 影响 


一 、 酶 的 热 稳定 性 与 最 适 温度 

一 般 来 讲 ; 温度 升 高 反应 速度 加 快 ,一般 的 化 学 反应 是 这 样 ， 酶 催化 反应 也 如 此 。 温 度 增 高 
反应 物 的 能 量 增 加 ,单位 时 间 内 有 效 碰撞 次 数 增加 , 因而 反应 速度 加 快 。 但 对 酶 来 讲 有 一 个 温度 
界限 ,在 某 一 点 之 后 再 增高 温度 ,反应 速度 突然 迅速 降低 ,直到 完全 展 失 活力 。 也 就 是 说 , 酶 催化 
反应 速度 随 着 温度 的 升 高 达到 一 个 最 大 值 , 往往 把 这 个 温度 叫 作 “最 适 温度 "。 酶 催化 反应 的 这 
种 现象 很 容易 理解 , 酶 是 一 个 大 分 子 物质 , 蛋白 质 肽 链 具 有 特定 的 空间 排 布 , 车 吸收 了 过 多 的 能 
量 , 则 维持 蛋白 质 空间 结构 的 次 级 键 解体 ,导致 热 变性 , 随 着 变性 的 明显 化 ,反应 速度 自然 降低 。 
对 大 多 数 酶 来 讲 , 在 30°C 以 下 反应 速度 随 温度 的 升 高 而 加 速 , 再 升 高 温度 变性 加 速 ,温度 越 高 变 


。384。 


了 


性 速度 越 快 ,大 多 数 酶 在 50°~60'C 变性 速度 极 快 ,当然 催化 活力 也 相应 丧失 。 见 图 13-50, 

所 谓 “ 最 适 温度 ? 并 不 是 酶 催化 反应 的 特征 值 , 它 与 实验 时 所 取 的 条 件 有 关 , 比 如 5 作用 时 间 
的 长 短 , 底 物 浓度 \ 酶 浓度 以 及 反应 的 pH 条 件 等 都 对 “最 适 温度 "有 影响 。 

虽然 大 多 数 酶 的 热 稳定 温度 在 30 一 40 左右 ,但 也 有 的 酶 比较 耐 热 。 核 糖 核酸 酶 、 胰 酶 , 溶 
菌 酶 等 属于 抗 热 性 比较 强 的 酶 当然 , 某 些 生活 于 温泉 中 的 菌 类 ,其 体内 的 酶 是 非常 耐 热 的 值得 
注意 的 是 酶 对 温度 的 敏感 性 与 一 系列 条 件 有 关 ; thin: PH、 离子 强度 、 有 无 底 物 和 保护 剂 存在 ; 
高 浓度 酶 液 一 般 比 低 浓 度 酶 液 耐 热 :高 纯度 的 酶 不 如 低 纯度 的 酶 耐 热 ( 低 纯度 酶 中 有 不 稳定 因素 
除外 ) 等 。 

二 、 酶 催化 反应 的 温度 系数 Qun 

Arrhenius( 阿 仓 尼斯 ) 方 程 表 达 了 反应 速度 常数 和 和 反应 活化 能 己 。 之 间 的 关系 MEIER 
Di Arrhenius 方程 式 ， 


re k=Ae™ ®T 
了 对 数 ，， 


ig has = - {a 去 +lgA (13-83) 
| MX SHURE RIES 2. “VU esT, AX Eo Tetthe. A AAR 
速 平衡 系统 V mn/LE].=%s; 所 以 1g Vm ~ 志 作 图 可 得 Ego Arrhenius 方 程 的 积 
HERA, | 


1 he oie (eB t (13- 84) 


| hy ern \. Por | - 
反 蕊 未 产 的 温度 效应 常常 以 温度 系数 Qo FAR. 
Qi 是 温度 逢 高 10"c 时 ,反应 速度 增加 的 因数 ， ! 
加 ialaene nop QF 
民间 时 ; 
hy A Ta et AY Be ras BE He Be A 为 Ti 时 的 反应 速 a 
BB, i T2—T1= 10" G。 这 样 , 从 Qiao 可 以 求 出 
反应 的 活化 能 ， 图 13-50， 酶 偿 化 反应 速度 与 温度 的 关系 示 疙 图 


五 。 10 
1g Qu=>3R ( TT; ) 


Bat A (13-85) 


从 上 上 式 可 见 / 活 化 能 与 温度 系数 成 正比 TRAE, 温度 系数 也 大 ， 即 反应 速 度 对 温度 的 敏感 性 
大 已 酶 性 化 反应 的 温度 系数 一 般 在 1.4~2.0 之 间 , 比 无 机 催化 反应 的 温度 系数 小 。 Qio 和 反应 
速度 之 间 不 是 线性 关系 ， 其 关系 可 表示 成 ， 


Algu=a Ig O10 (13-86) 
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按 式 (13-86) 计 算得 到 表 13-9。 从 表 中 可 见 ,温度 系数 Qi 虽然 只 是 2 和 3 之 差 , 可 是 在 50"C 有 时 


的 相对 速度 (以 0"G 为 1) 分别 为 32 和 243。 所 以 温度 对 反应 速度 的 影响 是 极 重 要 的 。 


表 13-9 不 同 Qi 值 时 的 相对 速度 


不 同 Qo 值 的 相对 速度 


16 

64 
1020 
16400 
1050000 


还 有 一 个 问题 值得 说 明 ,活化 能 Be ATA le HE, 但 比 五 。 AM 


活化 能 ,或 叫 作 平均 活化 能 。 如 果 在 不 同 的 温度 , 限 速 步骤 发 生 了 变化 ,1g 广 * 一 六 作 图 本 身 就 是 


了 工 (ok-: 
a & a 


图 13-51 按 式 (13-83)1g k~a te 


A: REEDS B: 在 某 温度 斜率 有 明显 的 变化 C: 
在 某 温 度 发 生 酶 蛋白 的 热 变性 〈 与 图 13-50 同 ) 


要 形式 。 


非 线性 的 。 在 某 些 情 况 下 ,在 某 温度 时 ,斜率 
可 能 有 明显 的 变化 , 这 表示 限 速 步 又 发 年 了 
变化 。 往 往 把 这 个 温度 叫 转换 温度 。 见 图 
13-545 


第 七 节 “” 变 构 酶 ( 别 构 酶 ) 与 协同 性 


在 前 几 章 中 我 们 所 接触 的 酶 大 多 数 是 二 
个 分 子 一 个 活性 部 位 ,如 核糖 核酸 酶 ,溶菌 栈 
等 。 但 也 有 不 少 酶 分 子 是 由 几 不 亚 单位 组 
成 ， 其 中 每 个 亚 单位 都 像 一 个 酶 分 子 一 样 有 
一 个 活性 部 位 。 因 此 在 酶 分 子 内 部 亚 单位 之 
间 就 可 能 存在 着 相互 作用 问题 。 一 般 把 具有 
多 个 亚 单位 而 又 呈现 相互 作用 的 酶 叫 变 构 本 
(或 别 构 酶 )。 当 然 ， 也 并 非 所 有 多 亚 单位 栈 
都 是 变 构 酶 ， 有 些 酶 的 各 亚 单位 之 间 是 独立 
的 ,不 呈现 相互 作用 ,其 表现 和 单 体 酶 是 一 样 
的 。 变 构 酶 是 生物 体内 酶 活性 调节 的 一 种 重 


一 、 催 化 反应 速度 与 底 物 浓度 的 双 曲 线 及 尽 形 曲线 
在 本 章 前 一 部 分 已 经 比较 详细 地 曾 述 了 催化 反应 速度 与 底 物 浓度 的 双 曲线 关系 , 即 ， 
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F ml S] 
oT +S] 
PPM A ARKAA AF a, 也 适用 于 活性 部 位 互相 独立 的 多 亚 单位 酶 , 也 就 是 说 ,一 个 
亚 单位 活性 部 位 结合 了 底 物 ,并 不 影响 其 他 亚 单位 活性 部 位 结合 底 物 或 催化 反应 。 KAR AAT 
化 反应 速度 方程 很 容易 得 到 。 比 如 :， 某 酶 有 二 个 互 相 独 立 的 亚 单位 ， 结 合 底 物 情况 可 表示 如 
下 ， 


7 SE+P 
+8 ES 
mts gt 

|» 

E 

一 

P (13-86) 

以 迅速 平衡 法 处 理 得 到 下 列 结果 : 

v=k,[ES]+,[SE]+224,[SES] 


KP SE MES 分 别 表示 二 个 亚 单位 与 底 物 结合 的 复合 物 , 两 个 亚 单位 都 结合 了 底 物 以 SESE 
示 。 XA: 


[Z],=[E]+([ES]+[SE]+[SES] ® 
vk, _ES]+2,[SE]+22,[SES] 
@/®: [LE], [LE]+LES]+[SE]+[SES] © 


依据 (13-86) 式 ;存在 下 列 平衡 : 
[8s] 二 号 TB]=[sz] ] 
tses}=L2 [Be]= 避 LTB]- 
将 加 代入 加 ， 


S Ss Sy}? 
ated a, Lela 2, 
Ao Ko 
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-- 般 有 多 个 独立 活性 部 位 的 酶 其 动力 学 方程 可 表示 成 下 式 ， 
[s1/,, 081)" 
Ean 
ds 
(+g) 
(13-87) ROMA fH v= OEE 


从 上 述 可 见 ,无 论 一 个 酶 有 多 少 个 亚 单位 ,只 要 各 个 亚 单位 是 独立 的 ， 其 催化 反应 速度 与 浓 
度 之 间 的 关系 就 符合 双 曲 线 规律 。 

变 构 酶 因 亚 单位 间 的 相互 作用 ;一 个 亚 单位 活性 部 位 结合 了 底 物 , 使 其 余 尚 未 结合 底 物 的 部 
位 对 结合 底 物 的 亲和力 有 所 变化 ,如 果 使 亲和力 增加 ,这 种 作用 叫 ` 协 同 "“ 作 用 ， 上 述 情况 叫 底 物 
结合 的 “ 正 协同 ,反之 则 称 为 “ 负 协 同 *。 由 于 一 部 位 结合 底 物 而 使 其 他 底 物 结合 部 位 对 底 物 的 
亲和力 增加 也 叫 作 “ 正 同 种 作用 ”( 了 Positive homotropic interaction)， 如 果 相 互 作 用 的 配 体 不 
同 ,比如 结合 了 效应 剂 (激活 剂 和 底 物 ; 抑 制剂 和 底 物 ; 掀 制 剂 和 激活 剂 之 间 ) 引起 了 其 他 活性 部 
位 的 底 物 结合 或 催化 反应 速度 的 变化 ,把 这 种 相互 作用 叫 “ 异 种 作用 "(hetertropic interaction) , 
异种 作用 也 有 正 作 用 和 负 作 用 之 分 。 不 管 是 同 种 还 是 异种 作用 都 是 通过 酶 蛋白 分 子 构象 变化 实 
现 的 。 酶 蛋白 大 分 子 由 于 某 位 点 结合 了 配 体 ,产生 了 局 部 构象 变化 , 此 变化 从 一 个 亚 单位 传 到 允 
一 亚 单位 ,从 而 产生 协同 作用 。 其 动力 学 与 米 氏 动力 学 不 同 , 反 应 速度 与 底 物 浓度 的 关系 呈 S$ 形 
曲线 ,如 图 13-52 所 示 。 有 一 点 值得 注意 ,并 非 所 有 8 形 曲线 都 是 变 构 酶 所 致 ， 还 有 一 些 机 制 也 
产生 $ 形 曲线 ,如 : 酶 中 含有 与 底 物 结合 的 不 纯 物 ; 双 底 物 的 随机 三 元 复合 物 机 制 等 。 但 一 般 来 
讲 , 因 酶 变 构 调节 是 一 种 非常 重要 的 现象 , $ 形 曲线 与 变 构 动力 学 就 牢 牢 地 联系 在 一 起 了 。 

二 、 简 化 的 变 构 酶 的 速度 方程 一 一 Hill 方程 

血红 蛋白 氧 合 曲线 是 $ 形 曲线 ,这 是 旱 就 知道 的 事实 。Hill 在 研究 上 述 问题 时 , 提出 血红 蛋 
白 是 低 聚 蛋白 分 子 , 而 且 当 第 一 个 底 物 分 子 结合 到 一 个 亚 单 位 上 时 ,增加 了 第 二 个 亚 单位 对 氧 的 
亲和力 ， 依 此 类 推 。 也 就 是 以 现在 所 说 的 正 协同 效应 来 解释 血红 蛋白 的 氧 合 过 程 。 设 结合 第 一 


1) 一 


(13-87) 


个 氧 分 子 时 HbO, 的 解 离 常数 为 KHOA a Ky WIL abK,, abcK,++ AR A HB 
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(Ss) 
图 13-52 PUAPANTRAG LEME MERA ELBE. (ELS ]=9 ft » AHIR) 
! ARAM MR, BBE S 形 曲线 。 


#4, a,b,c<1, MHA Hill 认为 血红 蛋白 与 氧 结合 的 中 间 状 态 , HbO,, Hb(0,),. 等 的 浓度 可 以 忽 
略 , 只 考虑 结合 二 个 0; 分 子 的 情况 ， Hb+z OHb (O),。 并 以 上 述 假定 为 起 点 得 到 Hill 
Fife, MPH: | 

vO RS : 

V,, 1K’ + ES) (13-88) 
式 (13-88)u~[S] 当 然 是 S 形 曲线 。 其 中 半 是 每 分 子 酶 结合 的 底 物 分 子 数 ; 开 ' 是 常数 ( 解 离 常数 
与 粗 互 作用 因子 <.2、c 的 乘积 ) 等 于 K2(a" 1b" 2c" 3.zl)。 从 式 (13-88) AL, 4n=1k, 
K/=Kn, 还 原 为 米 氏 方程 。 当 m 之 1( 至 少 是 二 聚 体 )， K! 不 等 于 达到 -Pa 时 的 底 物 浓 度 ， 从 
(13-88) 式 可 以 得 到 : 

当 uw=0.5 严 , 则 0.5 天 /十 0.5[S]4.5 一 [LS]35 
KeESUS STAR oie 4 

把 方程 (13-88) 式 重 排 可 以 得 到 更 有 用 的 形式 ， 


LS] (CPP 一 只 一 大/ 
v 
取 对 数 ， Ie Ie S]—Ie K’ (13-89) 
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如 果 Hill 假定 是 正确 的 话 ，lg 产 -一 5~lg[S] 作 图 应 是 直线 ,斜率 为 ”% 截 距 为 一 1 K’, 但 实际 


上 ,血红 蛋白 氧 合 按 (13-89) 式 作 图 不 是 直线 ， 斜 率 的 最 大 值 为 2.5~3.0, 小 于 实际 结合 部 位 总 
数 (四 个 亚 单位 ,mz=4)。 这 是 由 于 Hill 方程 只 考虑 了 结合 对 个 氧 分 子 酶 - 底 物 复合 物 , 而 忽略 了 
小 于 个 氧 分 子 复合 物 存在 的 情况 。 虽 然 Hill 方程 不 完备 ， 人 Hill 作 图 的 
最 大 斜率 以 姑 表 示 , 叫 作 Hill 系数 ,常常 以 此 数值 标志 反应 体系 的 协同 性 ，1lg 产 -一 -~1g[S] 作 
图 常用 于 证 明 协 同 酶 动力 学 。 

三 、M. W. C. wou 

Monod, Wyman 和 Changeux 在 1965 年 提出 了 一 个 比较 简单 的 变 构 模 型 ， 称 为 M. W. C， 
模型 ,也 叫 同 构 模型 (Concerted model), 可 以 解释 许多 实验 事实 。 其 模型 的 要 点 如 下 ， 具有 变 
构 性 质 的 蛋白 质 是 低 聚 蛋白 分 子 : 低 聚 蛋白 分 子 由 原 体 组 成 (protomer), 以 对 称 方式 排列 ， 原 体 
对 任何 给 定 的 配 体 ( 底 物 、 抑 制剂 ,激活 剂 ) 仅 有 一 个 结合 部 位 ; 低 聚 分 子 以 两 种 构象 存在 ,分 别称 
为 松弛 型 ( 即 型 ) 和 紧密 型 (T 型 )。 当 然 这 两 种 构象 的 差别 在 于 原 体 的 三 级 结构 。 在 低 聚 分 子 中 
所 有 原 体 只 能 取 同 种 构象 ,或 者 R 型 或 者 T 型 ,不 存在 构象 的 杂 合 体 ( 及 和 了 的 杂 合 )。 如 图 13- 
53 所 示 : 在 没有 配 体 时 ,两 种 构象 分 子 在 溶液 中 呈 平 衡 态 ,如 果 二 个 原 体 改变 了 构象 ， 分 子 中 其 
余 的 原 体 也 随 之 改变 构象 ;对 给 定 的 配 体 优 先 结合 于 一 种 构象 ， 配 体 的 结合 导致 平衡 转移 ,向 结 
合 配 体 构象 方面 转移 。 比 如 RosTo( 注 角 “0? 表 示 未 结合 配 体 ), 平 衡 中 Re 结合 了 一 个 配 体 成 
Ri, 引 起 平衡 向 左 转移 ,产生 新 的 及 构象 分 子 , 因 每 个 低 聚 分 子 中 至 少 有 二 个 以 上 的 原 体 ,虽然 尺 
构象 结合 配 体 用 去 了 一 个 结合 部 位 ,但 产生 对 该 配 体 具 有 高 亲 和 性 的 空 部 位 多 个 。 这 样 , 在 低 配 
体 浓度 时 低 聚 蛋白 分 子 结合 配 体 的 曲线 是 S 形 曲线 。 图 13-54 是 一 个 四 聚 体 的 同 构 模 型 。 以 工 
型 代表 对 配 体 S ( 底 物 ) 低 亲和力 的 构象 ,五 代表 对 配 体 $ 高 亲和力 的 构象 。RosTu fF Bi 
数 以 工 表 示 : 


[7Z]。 

[R Jo 

Ro T. 表示 未 结合 配 体 ,Ri、Ti 表示 结合 一 个 配 体 ,R4、Z4 表示 结 合 四 个 配 体 。 R FRR S Hh 

的 微观 解 离 常数 以 KE Bm, A EAP PA, KG 不 变 。 mS 
Ki 表示 微观 解 离 常数 。 五 8 与 KS 的 比值 以 C 表 示 : 


i — 


Anh LA, ANY AEE To 构象 存在 , Ro 构象 很 少 。 又 C 很 小 ,天 3 禄 天 3， 表 示 配 体 优 
先 选 择 及 构象 结合 。 加 入 少量 配 体 S, Ro AEM Ry, 由 于 Ro 的 消耗 ,平衡 偏向 至 一 方 ,， SET AH 
象 分 子 转化 为 及 型 。 这 样 ,在 溶液 中 , 与 配 体 S 有 高 亲和力 的 结合 部 位 大 增 ， 配 体 结 合 曲线 呈 $ 
形 。 以 简单 的 数学 处 理 可 以 得 到 $ 形 曲 线 的 定量 表达 式 。 我 们 以 二 聚 体 为 例 ， 配 体 结合 情况 如 
图 13-55, 

DAY, 代表 在 任意 底 物 浓 度 $ 时 的 饱和 分 数 ， 
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13-53 M.W.C. 模型 的 对 称 性 图 示 。 图 13-54 M. W. C. 模型 。 了 代表 对 配 体 S 低 亲 
(a) R 型 (b) TH (c) 杂 合 体 ( 不 存在 ) 和 力 构象 ， 忆 代表 高 亲和力 构象 。 
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图 13255 一 Mi W. C.@H—-RABARASREE 0 0UOCOC~*# 2 
Ke . K® ; ; 
ae bias anes 一 ) re 
ra Ge Re ee aw me ; 
如 果 是 四 聚 体 同样 可 以 得 到 类 似 的 方程 式 : 1a hp hig) 
esi car [Ss] By +c — [S] ae acm AS) 
BNA He 7 FR | ae 
pA ee EY (13-90) 


下 面 就 方程 式 (13-90) 简 单 讨论 一 下 : 
当 半 三 1 时 , 即 每 个 酶 分 子 只 有 一 个 厌 体 〈 一 个 结合 部 位 )， 应 该 服从 米 氏 方程 双 曲 线 型 规 
律 ， DAR QDR 


[Ss] [S] R 
“Ke +LC KE 7 re 


EE a) a te ee eee. Pe 


As STV 1 (i4 0S 45 胞 ES 
(4 + 1 
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四 
ERTS) 


4n>2 iY, ee 7 7 


niki hee opty sane wa Rts 
WAL, C, nBEK, S 形 越 明 显 。 

当 C =1, 则 天 = 有 3 即 底 物 对 “及 "和 “7 构象 同 
等 对 待 ; 当 然 应 该 服从 双 曲 线 规律 ， 


ere 08] ie bin stl eat 0S] ve 


dy SRENE OK Ki 
Vm LS.],\" a ES Na 
(+ 十 工人 十 证 
CS] [S] AN-1 13-56 服从 M,，W， C. 模型 的 酶 ， 在 不 
(1 二 Sh) +L) ; _[s) 
eee Ki [Ss] rans T teeny Y~ E22 pe 
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M. W. C. BOWALTE RAIA RAGLAND. ARMOR 45 RARER A (Ro To EY 
偏向 1), Wa 5 i AGE A ME RN, PE EI 了 的 存在 为 底 物 提供 大 量 
fy R HS, WTSI TY, (EL, RX ALI BAR TET. UE Ro 与 4 结合 的 平衡 常数 为 
ES C0 时 ， 


(13-91) 


4(4]>K,h, Sees 则 (13-91) 式 成 为 ， 


ieee 


[Ss] . KE +LS] 
1 | 


7 人 [sj] 作 图 显然 是 双 曲 线 。 


如 果 效 应 剂 工 RS TRRES WS RT, 平 衔 中 十 主导 的 了 构象 结合 ,由 于 平 衔 进 僵 
步 向 右 侦 移 , 导致 与 底 物 结合 的 “六 "构象 浓度 降低 , 称 效应 剂 工 为 负 效应 剂 。 设 KR7 AST” GH 


履 应 剂 结合 的 平衡 常数 , 令 BEES, yy, 


5 (13-92) 


负 效 应 剂 浓度 大 , 则 BK, LA+f)>L, 具有 提高 同 构 转 变 常数 工 的 效应 ， 增 强 底 物 结合 的 
同 种 协同 效应 。 

2. Koshland 序 变 模型 (KNEKF 理论 )5373 

Koshland 等 人 基于 诱导 契合 理论 , 即 酶 与 底 物 结合 时 , 酶 活性 部 位 构象 发 生变 化 这 样 的 观 
点 ,提出 了 一 个 与 M, W. C. 模型 不 同 的 模型 。 这 个 模型 的 要 点 如 下 : 低 聚 体 酶 的 原 体 以 两 种 
构象 存在 :A 构 象 和 B 构 象 。 以 〇 表示 A, 品 表 示 B 。 两 种 构象 可 以 同时 存在 于 低 聚 体 中 , 也 就 
是 说 , 低 聚 体 中 原 体 的 构象 允许 杂 合 体 存在 。 随 着 配 体 的 结合 , 原 体 的 构象 逐次 地 发 生变 化 。 因 
此 , 把 这 种 模型 称 为 序 变 模型 (Sequential model) 。 如 图 13-57。 


= 田 


SS 
+ 
S 
Se 
(SXs) 
HH 13-57 FRADE 
Abe BR ERB RA 玉 ,, 只 有 了 结合 配 体 ,其 平衡 常数 为 玉 ,。 在 最 简单 的 序 变 模型 


中 ,可 以 忽略 未 结合 配 体 的 刀 构 象 的 浓度 。 这 样 ,L4S]J 和 [了 ] 都 可 以 忽略 不 计 , 存 在 的 只 是 [L 了] 
和 [3S]。 


K, KE, 
Ag=B B+S=—BS 
Ken 
等 于 ， A+S==BS 


由 于 一 个 原 体 构象 的 变化 ， 使 得 相 邻 的 原 体 的 构象 的 稳定 性 发 生变 化 ， 即 由 于 相 邻 原 体 之 间 的 
“相互 作用 ”的 变化 ,影响 与 配 体 进 一 步 结 合 的 亲和力 。 因 原 体 的 构象 或 4 或 恕 ,因此 其 间 的 相互 
作用 可 分 为 A—A,A—B ,B—B 三 种 ,相应 的 平衡 常数 以 Kay Kas Kup 表 示 。 以 a 聚 体 为 


人 
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Bil VL 天 =1 为 参考 点 , 当 Kass/K4s> 下 48/K44>1 时 , 随 着 结合 配 体 数 的 增加 ; 配 体 结合 的 
亲和力 增 大 ,反应 呈正 协同 效应 。 反 之 ,1 盖 玉 4s/ 开 4 下 sa 人 /Ki 时 ,呈现 负 协 同 。 此 外 , KR 
体 中 原 体 的 排 布 的 几何 形状 也 要 考虑 在 内 ,如 : 四 聚 体 若 是 正四 面体 排列 , 每 个 原 体 和 其 余 三 个 
都 有 “相互 作用 "存在 ,如 ， 


Oes Oe 


SR eB, “HALE FA” 1 eA: ESB FI 


ie wren Oe esters ey 
CR 


Koshland 序 变 模型 对 异种 效应 也 进行 了 按 排 " ,分 为 三 个 类 型 , BN 竞争 性 结合 ,独立 结 
合 和 序列 结合 。 对 各 种 异种 效应 的 解释 还 是 比较 圆满 的 。 

总 之 , 序 变 模 型 是 比 M. W. C. 模型 更 为 复杂 的 模型 ,所 涉及 的 参数 是 三 个 : ( 羽 , 玉 。)， 开 4e， 
Kas 而 M. W. C. 模型 中 只 有 工 、C 二 个 。 因 而 在 解释 协同 作用 时 ， 序 变 模型 比 M. W. C. 
模型 更 为 机 变 。 比 如 : M. W. C. 模型 对 正 协 同性 解释 得 自如 ,但 对 负 协 同 无 能 为 力 。Koshland 
模型 不 仅 能 解释 正 协 同 , 也 能 解释 负 协 同 ， 究 竟 哪 个 模型 正确 ， 或 哪个 模型 哪 点 正确 ,还 有 待 更 
多 变 构 酶 的 结构 和 功能 的 研究 的 进展 
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1. 研究 酶 催化 反应 动力 学 的 目的 和 方法 是 什么 ? 
2. 蔗糖 酶 催化 蔗糖 水 解 反应 速度 与 蔗糖 浓度 的 关系 列 于 下 表 中 5 , 按 数据 画 出 ~S 图 ,并 说 明 此 曲线 的 
特点 。 


Cs] M | 相 二 对 速度 


0.1370 22.0 
0.0995 20.5 
0.0676 19.0 
0.0262 12.5 
0.0136 9.0 
0.0100 7.0 
0.0079 6.0 


3. 什么 是 反应 初速 ?如何 测定 反应 初速 ? 
4, 以 Michaelis-Menten 方程 推导 过 程 为 例 , 说 明 迅 速 平衡 法 和 稳 态 法 的 要 点 。 并 说 明 
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5. seb K. (i 2.4x10'M, 在 下 述 底 物 浓度 下 催化 反应 : @ 2x10-7Mi @6.3x10o'M; @ 
10 2 ®@ 2x10°M; © 0.05 M。 底 物 为 0.05 下 时 的 反应 速度 等 于 128 即 克 分 子 x 升 -1x 分 -:。 计 算 各 种 
不 同 底 物 浓度 时 的 反应 初速 度 。 如 果 酶 量 加 倍 ， 初 速 如 何 ? 

6. 以 胰 凝 乳 蛋白 酶 为 代表 的 酯 酶 和 蛋白 水 解 酶 按 王 列 方式 反应 ， 


了 
Et SS ES-ES! —E+P, 
a 


-1 P, 
(ES' 代表 乙酰 化 酶 ) 

以 稳 态 法 推导 速度 方程 式 。 
7. 说 明 互 。 值 的 意义 。 


速度 等 于 最 大 反应 速度 ， 对 吗 ? 
8. 斌 分析 反应 初速 与 底 物 浓 庆 关系 的 矩形 双 曲 线 各 眉 的 反应 级 数 。 


人 ) 当 [ S1=2 Km Bt, RB 


amonnbenan re 条 和 全 二 
向 反应 的 一 级 反应 速度 常数 ? @@ 逆向 反应 一 级 反应 速度 常数 ? @ Fwr/ 忆 wy 一 

10. ABEL SP RB V mp =22 pA XAON KD Vim =14 sap 如果 [6]- 
2KmelPI=7 Ku», © 反应 方向 如 何 ? @ 速度 如 何 ? 

11. RPK, 2.610 M, MAIR 0.3 1 ,反应 速度 为 5.9x 10-: 克 分 子 x 升 32X 分 -5 aie 
th eR REA 2x10-°M, fal: © 5 4 BAF MBEAN? © 10 分 钟 产 物 浓度 如 何 ? | 

12. ERGY ASE PREY 107°, Kp =2 10°, 1 分 钟 转化 2% HOA, tO 3 分钟 底 物 转 
化 为 产物 的 %? @ sek ew ik REA 10-8 时，3 分 钟 转 化 底 物 为 产物 的 %? @ Va=? © 达到 F。 所 需 
的 底 物 浓度 ? 图 FEV, 时 的 底 物 浓度 下 ,3 分 钟 转 化 底 物 为 产物 的 %? 

13. 某 酶 的 玉 。=3x10-41, 反 应 初始 浓度 为 10-“1。 反 应 :1 分 钟 消耗 5.0% 的 底 物 。 问 *@ 该 反应 的 级 
数 ? @ 反应 5 分 钟 底 物 消耗 的 %?7 © 如 果 起 始 底 物 浓度 为 8x 10-731, 反 应 5 分 钟 底 物 消耗 %? © Va=? 
© 初始 底 物 浓度 为 8gx10-7M tg =7 底 物 初始 浓度 为 10-*af 时 ， 转 化 75%6 底 物 所 需 时 间 如 
何 ? 

14, RHHAEMROR MH REV, MKn. LEMME VK marKme? 

15. MRK MEWRM, AFB HTH, KOBAWNKE, KRRDAHKEMKRDABA, KBB 
浓度 ,得 到 如 下 数据 ， 

4 底 物 (UM) 12.5, 15, 20, 25, 40, 60, 

o( FERAL) 1.68, 1.89, 2.27, 2.60, 3.22, 3.77, 

ByEwWwM) 12.5, 15, 20, 25, 40, 60, 

多 (任意 单位 ) 2.25, 2.50, 2.90, 3.23, 3.77, 4.17, 
HE Kaas Kms FV mos 

16. 胚胎 肝 组 织 伟 有 一 种 催化 S- 一 > 书 的 酶 , EAR S— P REGED, HR BER 
下 ， 

i]. 2, 和 盏 ,是 否 是 一 种 酶 ,为 什么 ? 
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-一 一 -一 一 一 -一 - --- 一 一 一 一 一 一 一 -一 - - 一 一 


初速 4 SEF x EA A x aot 


SM $$ 
5 MEANT ERD 2, Wi Aa ir aA ey 2, 
1.67 x 1075 1.05 5.00 
2.5 x107° 1.54 6.66 
3.33.x/107§ 1.98 8.00 
5.0 x10* 2.86 10.00 
70 X10 * 3.78 11.67 
1:0 x 107¢ 5.00 13.33 
1.5. %.107° 6.67 15.00 
1.87 < 16°* «45 15.40 
220. ~10°* 8.00 16.0 
330 vx 10-¢ | 10.00 17.1 


17. METAB RO 反应 时 间 加 倍 ， 形 成 产物 量 加 倍 ; © 底 物 量 加 倍 ， 单 位 时 间 形 成 产物 量 不 增 
加 ;图 酶 浓度 加 倍 ,单位 时 间 形成 产物 量 增加 60%6。 

18. 某 酶 制剂 比 活 为 42 w/mg. pr.， 每 毫升 含有 12 mg 蛋白 酶 制剂 。 取 5 ul 制剂 于 1 ml 反应 混合 物 中 反 
应 ,计算 反应 初速 ,并 说 明 此 酶 制剂 在 使 用 之 前 是 否 需要 稀释 ? 
19, Escherichia Coli 的 无 细胞 抽 提 液 磅 酸化 酶 的 比 活 为 0.0033 单位 / 训 克 蛋白 ， 浓 度 为 0.08 单位 /毫升 。 

WR 50 毫升 此 酶 溶液 以 硫 铵 沉淀 法 分 级 , 取 30 一 50%6 饱和 度 的 沉淀 ,溶解 于 10 ml 溶液 中 并 透析 ， 透 析 后 体积 为 

” *2 ml, 每 ml 含 30 mg 蛋白 。 取 20 吕 初 步 纯化 的 溶液 在 标准 的 实验 条 件 下 进行 棍 酸化 酶 催化 反应 ,初速 为 5.9m 
克 分 子 / 分 。 计 算 酶 的 收 率 和 纯化 倍数 。 

20. 某 纯 酶 比 活 为 120 Mfit/mg. pr. 分子 量 为 360,000， 计算 转换 值 ? 一 个 催化 循环 所 需 时 间 ? 

“三 21 在 总 体积 为 1ml 的 己 糖 激酶 催化 反应 系统 中 ,在 25 分 钟 转化 底 物 952f。 荀 萄 糖 的 初始 浓度 为 8x 107° 
Jh，( 开 =4.7x10-411), 求 反应 中 的 酶 单位 数 。 如 果 反 应 混合 物 中 酶 浓度 为 1.0 单位 /ml, 转 化 同样 数量 的 葡 
萄 精 需 多 长 时 间 ? | | , 

223.， 以 迅速 平衡 法 推导 竞争 性 抑制 速度 方程 ,以 稳 态 法 推导 非 竞争 性 抑制 速度 方程 。 

23. 非 竞 争 性 抑制 使 得 最 大 反应 速度 (『。) 降 低 ， 是 否 意味 着 PS-… > 到 十 PP 反 应 速度 常数 Rs 降低 ? 为 
什么 ? 

24. 在 不 同 的 底 物 浓度 下 测定 反应 速度 ， 得 到 下 列 数据 ， 


[LS | 12.5 | 15.0 | 20.0 | 25.0 | 40.0 | 60.0 


FIM » CEE | 1.68 | 1.89 | 全 好 | 2.60 | }=3,.98 | 3.77 


抑制 剂 浓度 2.5 mM 


@ 作 图 计算 KnVn=? 

加 抑制 类 型 ? 

25. 表 中 所 列 数 据 是 某 酶 在 不 同 底 物 浓度 下 测定 的 催化 反应 速度 和 两 种 抑制 剂 4、 刀 对 反应 速度 的 影响 
〈 抑 制剂 浓度 10 m27)， 

KX: OD Kn=? @ A,B? 


~_-« [S]}mM 
Rea ee 


无 抑制 
A(10 mM) 
B(10 mM) 


26. HL il i fy 7 PE AE 1 WE eA: Ts, AR b= Oe LM, DA 6 de 抑制 百 


Vo 


RM ASW EH AE HE RIERA lly i i%. BISI=KeLII=K, 时 ,计算 竞争 性 抑制 的 ; 
Ail i% | 

27. 某 微生物 含有 水 解 6-7 ed BEA, ag BAYT ae BE a BE. CE TC A Na BE 
BP, A BK m= 6.710 MV» =300 2 LAF Xx FX 3P*, C- BEBE FL PS Ts H PEM mT, ZE 10° 
M 6-85 FL BEAN 2 < 107° M 6— BEAR i a PET v= 1.5 n EX FP xX 分 一 ， 计 算 ORR AL PY Ks 

28. 二 异 两 基 氟 磷酸 盐 同 以 丝氨酸 为 活性 部 位 的 水 解 酶 类 不 可 逆 结 合 ， 


Ri k, 
E+ S=~ES—E+P 
十 -1 
ae / 
EI 


说 明 此 种 抑制 的 Koy FOV oy 变化 与 竞争 性 抑制 有 何 共同 和 不 同 ? 

29. 说 明 "最 适 pH "的 意义 “最 适 pH 是 否 是 酶 的 特征 值 ? 为 什么 ? 那些 因素 影响 酶 的 “最 适 pH"? 

30. 如何 判断 “最 适 pH" 两 侧 活 力 降低 的 原因 ? 什么 情况 是 pH 对 酶 稳定 性 的 影响 ,什么 情况 是 PH 对 活性 
部 位 重要 基 团 解 离 状态 的 影响 ? 

31. 某 酶 的 活性 部 位 含有 单一 的 可 解 离 基 团 , 此 基 团 负电 形式 是 活性 形式 ,PK 值 5.0。 底 物 是 带 正 电 的 化 
合 物 , 而 且 在 所 使 用 的 pH 范围 内 完全 解 离 。 GD 写 出 pH 影响 酶 催化 反应 的 反应 模型 ! @ 推导 速度 方程 ! @) 
画 出 v~pH FCC S* I> Kn? ALStI<K 5”? 两 种 情况 )。 

32， 某 酶 催化 反应 了 人 pH， 得 到 如 下 数据 ( 卫 =25"C )， 
pH 6.0 7.6 7.3 7.0. 6.7 04 6:0 5.5 , 6.0Ra@ 


任意 
(是 二 让 3 2.5 5.0 9.4 14.9 20.9 28.2 35.5 39.8 40.0 


© 画图 说 明 活 性 基 团 pPK.,=? 

@ 在 35"C 时 pK.,=6.2, 此 基 团 是 什么 ? 为 什么 ? 

33. 什么 叫 酶 催化 反应 的 “最 适 温度 ”和 “转换 温度 ?? 

34. 酶 催化 反应 的 温度 系数 Qi 是 如 何 定义 的 ? 其 意义 如 何 ? 
35. 某 酶 在 不 同 温度 下 测定 的 反应 速度 如 下 ， 

T/C 20 28 35 42 50 53 

V n(#A%t)1.0 1.88 3.13 5.15 4.22 2.12 

® (Hit L.; @ 解释 40°C 以 后 出 现 的 现象 。 

36. 酶 催化 反应 速度 随 温度 而 变化 ,其 数据 如 下 ， 

2 2 5 10 15 20 25 30 35 
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OU d9 1 23286547 “9 直人 6 18:18 2e006 
作 Fw 一 元 图 并 解释 图 形 。 
37， 什 么 叫 协同 作用 ? 试 以 M. W. C. 模型 和 Koshland 模型 解释 底 物 结合 的 正 协同 效应 。 
38， 说 明 Hill 系数 的 意义 并 作 下 列 计算 ， 某 酶 的 反应 速度 与 底 物 浓度 的 关系 服从 3 曲线 动力 学 规律 ， 实 验 


44-4105 Jo.0/CS8]..1=6.5,4 k=? (CS)... A v=0.9V7,, FST AAD RO BE» CS Jon jE v=0.1V,, 时 的 底 物 浓度 )。 
39. 某 酶 服从 人 曲线 动力 学 ,三 2.6, 计 算 LS]. wyVLS]=? 
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第 十 四 章 i 酶 


有 些 酶 是 单纯 蛋白 质 ， 即 除 蛋白 质 而 外 不 含 其 他 成 分 。 比如 水 解 酶 类 的 胃 和 蛋白 酶 、 胰 蛋白 
酶 .核糖 核酸 酶 .脲酶 等 ,都 是 单纯 蛋白 质 。 另 外 ,还 有 些 酶 是 由 蛋白 质 和 非 蛋 白质 两 部 分 组 成 。 
氧化 还 原 酶 类 和 转移 酶 类 中 的 许多 酶 除 含 有 蛋白 质 部 分 而 外 还 有 其 他 成 分 。 蛋 白质 部 分 叫 作 酶 
蛋白 , 非 蛋 白质 部 分 叫 作 辅 酶 (在 这 里 把 辅酶 作 广义 的 理解 )。 有 时 ,还 把 与 酶 蛋白 结合 的 成 分 分 
为 辅酶 (狭义 ) 和 辅 基 。 凡 与 酶 蛋白 结合 十 分 牢固 而 不 易 分 离 的 非 蛋白 部 分 叫 辅 基 , 闵 如 细胞 色 
素 氧化 酶 的 铁 中 啉 ,透析 法 不 能 把 蛋白 部 分 和 铁 中 啉 分 开 , 往 往 把 这 类 成 分 叫 作 辅 基 。 如 果 与 酶 
蛋白 结合 不 牢 , 极 昂 分 离 ,在 反应 溶液 中 与 酶 蛋白 处 于 可 逆 的 解 离 平衡 状态 ,把 这 类 辅酶 叫 作 畏 
酶 (狭义 )。 如 NAD+、NADP+ 等 都 被 称 作 畏 酶 。 实际 上 , 辅酶 和 辅 基 之 别 并 不 表示 在 催化 作用 
上 有 什么 本 质 的 差别 。 

-种 酶 蛋白 通常 只 能 与 一 种 辅酶 结合 而 起 催化 作用 。 例 如 ,乙醇 脱 气 酶 的 蛋白 质 只 与 NAD 
结合 ,6- 磷 酸 殊 萄 糖 脱 气 酶 的 酶 蛋白 只 与 NADP 结合 。 但 是 , 一 种 辅酶 往往 能 与 多 种 酶 蛋白 相 
结合 ,对 不 同 的 底 物 起 特异 性 催化 作用 。 LESS MEARS MAM HMDS Me 
蛋白 和 辅酶 是 体现 酶 活力 的 不 可 缺少 的 两 部 分 。 比 如 ,对 活性 的 酵母 状 化 酶 透析 , 则 获 蛋 站 与 辅 
了 酶 ( 焦 磷 酸 硫 胺 素 ) 分 离 , 辅 酶 进入 透析 液 , 这 时 ,两 部 分 都 不 呈现 活力 ; 若 把 两 者 合 二 为 一 , MIE 
力 又 恢复 ,只 有 二 者 结合 起 来 构成 全 酶 才 具 有 活力 。 一 般 认 为 ,辅酶 直接 与 底 物 分 子 作用 , 催化 
底 物 反应 ,而 且 对 酶 蛋白 的 稳定 性 起 保护 作用 。 高 分 子 量 的 酶 蛋白 部 分 提供 特异 性 催化 条 件 。 ， 

除 辅酶 、 辅 基 而 外 ,在 文献 中 还 常常 出 现 辅助 因子 (Cofactor) 这 一 一 术语 ,这 是 指 尚未 能 以 全 
酶 形式 分 离 出 来 的 辅酶 而 言 ,在 其 作为 辅酶 的 本 质 未 阐明 以 前 的 一 种 称呼 。 

现在 所 知道 的 辅酶 ,从 其 作用 上 来 看 ,可 分 为 两 类 ,其 一 是 与 转移 氨 ( 电 子 ) 有 关 的 辅酶 ， i= 
ERE RA Ta Sb AO EE 

、 与 转移 氨 ( 电 子 ) 有 关 的 辅酶 (氧化 还 原 反应 的 辅酶 ) . 

这 类 辅 卫 的 作用 是 传递 气 (或 电子 )。 形成 呼吸 链 的 本 类 的 辅 梅 都 属于 此 类 。 

1.， 烟 酰胺 核 苷 酸 
”” 烟 栈 胺 腺 味 叭 二 核 音 酸 (NAD) 和 烟 酰 胺 腺 嗓 叭 二 核 埋 酸 克 酸 , (NADP) 一 者 均 为 脱氧 酶 的 
辅酶 ;如 表 14-1 所 示 。 NAD 和 NADP 均 为 烟 酰胺 核 苷 酸 与 腺 味 叭 核 苷 酸 所 组 成 的 二 核 背 酸 ， 
二 者 的 区 别 是 后 者 在 NAD 分 子 中 连接 于 腺 嗓 叭 的 D :核糖 2 位 一 OH 基 与 一 个 分 子 磷酸 形成 
酯 ,其 结构 如 下 ， 
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N ns \ vf ! \ 
O O UN AR 


|... [eae Rie’ | | - OOS 
au. OH \ a, OH OH ey 9 
OH OH OH emaasere 2 
yr /CONH: OH 
| 5 | Pr en 
cH, \n/ | | 
| 4] 
re. CH, N 
\-y Les] 
OH OH Nay 
OH OH 
NAD#*( fii I) NADP (fifi IL) 
NAD 和 NADP- 在 生物 氧化 过 程 中 其 有 传递 所 的 作用 ， 烟 酰胺 是 NAD- 和 NADP- 作用 
的 核心 ,其 机 制 如 下 ， 
H H 也 下 
(“M1 COMA ° HH NO _ CONH， 
AH, + | | At | +Ht 
ONS NI 
ieee | 
R . R 0.9 
NAD+ 3 NADP# NADH 3 NADPH ae cept 7 
CR 表示 烟 酰 腕 以 外 的 部 分 ) 


在 氧化 还 原 反应 中 , 氧化 型 的 NAD+ 或 
NADP ”接受 1 个 质子 和 2 个 电子 还 原 为 
NADH 和 NADPH, 并 伴随 紫外 吸收 光谱 
的 变化 ,如 图 14-1 所 示 。 氧化 型 只 在 260 
nm 有 吸收 峰 《 嗓 险 和 吡啶 环 形成 的 吸收 


峰 六 还 原型 在 340 nm 增加 一 个 明 收 巍 ( 吡 0 260 300° 340 380-420 
WE iD a MESSE). 在 脱 气 BE HE TE Be 波长 nm ) 
应 中 ,单位 时 间 内 在 340 nm 光 吸 收 的 增加 图 14-1 NAD+ 和 NADH 的 吸收 光谱 
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瑟 该 赂 浓度 成 正比 ， 可 用 此 关系 测定 脱氧 酶 或 辅酶 的 含量 
表 14-1 脱 氨 酶 的 辅酶 


Be 反 应 if 酶 
乙醇 脱 所 酶 乙醇 二 ~ 乙酸 NAD+ 
苹果 酸 脱 气 酶 L-3$ RR— BML NAD+ 
苹果 酸 脱 氨 酶 ( 脱 碳酸 化 ) L-# RR — Fim + CO, NADP? 
Se AT He AR Mt SMR — RHE IR — 2-H X— M+ CO, NADP+ 
FL BR tht AS 工 -乳酸 = 一 丙酮 酸 NAD- 

6- BR A AD td BE Ih 6-BE AR Hi Se HE —— 6 - BE HH 45 HR NADPt 


3— Oe Bee EL Hh PRE DE 3- 磷 酸 甘油 醛 + BERR —1,3-— BER Hah NADt* 


2. RRB AR(FMN fil FAD) 
黄 素 核 苷 酸 有 二 种 ,一 是 黄 素 单 核 苷 酸 (EMN) ,二 是 黄 素 腺 味 叭 二 核 音 酸 (FAD)。 二 者 都 
含有 黄 素 ( 维 生 素 B*) ， 是 黄 素 酶 类 的 辅 基 。 
O 


HCVAVNN 和 人 
| | NH Fey ae 


| 
OVO RGA NEE Nb 


| 
oe tee J 
OH OH OH OH 


黄 素 单 核 苷 酸 (FEMN) 


"OOK. Colm 


| 
ween’ We AP haba cit Onbxo 0c O 
| 
om OH OH OH QH 


KRRRRY — BAR (FAD) 


PMN 和 FAD 均 有 不 同 程度 的 黄色 ,呈现 黄色 荧光 。 在 还 原作 用 中 ,其 荧光 消失 , Ata 
光 又 恢复 。 二 者 与 酶 蛋白 结合 后 蔓 光 也 消失 。FMN 的 最 大 吸收 带 在 445 nm, FAD 的 最 大 吸收 
带 在 260,375,450 nm, 

异 略 嗪 环 是 脱 气 反 应 的 核心 。 氧 化 型 黄 素 核 背 酸 在 Ni 和 Nio 加 上 2 个 氧 原子 转化 为 还 原 
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型 FMN 和 FAD， 从 作用 物性 还 原型 NADH 和 NADPH 接受 氨 , 然 后 将 氢 传 递 给 氧 原 于 或 其 
他 受气 体 ( 细 胞 色素 )， 


NH ~~ 


H,02 
D— AER 
0 
NHs+ DO 


D- 氨 基 融 氧化 酶 的 反应 
FMN fil FAD 与 酶 蛋白 结合 很 牢 , 属 于 辅 基 类 。 加 热处理 后 ,蛋白 部 分 与 辅 基 分 开 , 蛋 白质 
变性 ,反应 是 不 可 逆 的 。 若 以 酸 处 理 ( 冷 ) 时 ,反应 是 可 逆 的 ,可 以 把 辅 基 和 和 蛋白 部 分 分 开 。 表 14- 


2 是 黄 素 酶 类 催化 反应 的 实例 。 
表 14-2 ， 黄 素 歼 类 催化 反应 实例 


酶 底 物 (电子 供 体 ) 


D- 氨 基 酸 氧化 酶 D- 氨 基 酸 O。 
L-s dE a (CR FMN, FAD L-RiEM = O: 
NADH JM SR FAD NADH (CoQ) 
RE RS FAD“ RE O， 
BE His a Nhe FAD KEM 酸 (CoQ) 
SN YA FAD HOES a, 


3. Fae Q(7Z AER Ubiquinone) 
这 个 辅酶 是 葵 醒 的 一 种 衍生 物 ， 分 布 很 广 , 从 动物 组 织 到 微生物 都 有 所 发 现 。 其 结构 刀 


Bs OH 


H3CO CH oe 
CH; + 211 | 


H;CO ‘CH:—CH=C Clie 


© 


+4034 


ACH n= 6 —10, Hi he Py M9 6~9。 来 源 于 动物 组 织 线粒体 的 泛 醒 ,其 值 为 10。 动 物 组 
织 线粒体 的 泛 柄 ,在 呼吸 链 中 ,是 从 FADH* 接受 氢 , 然 后 把 电子 转移 给 细胞 色素 b 酶 的 辅酶 。 在 
酶 传递 气 的 过 程 中 ,辅酶 Qi 先 被 还 原 , 然 后 再 氧化 ,依次 重复 。 

4. BRAD BK 

BAM [ SRR ss TBS ES OT SL Re DRG Po HF LY dn SP “8, 
的 辅酶 ,其 中 也 有 些 与 酶 蛋白 共 价 结合 以 辅 基 形 式 存在 ,如 过 氧化 氢 酶 ,细胞 色素 C 等 均 含有 这 
种 辅 基 。 血 红 素 有 几 种 ,不 同 的 血红 素 中 中 啉 环 侧 链 不 同 ， ALE Cie 


CH=CH2 CH; 
H3C oH 
i 
CH2 
HC CHs 
— CH. 
CH2 CH: 
COOH COOH 
BEAD BK (xB UR 2) 


细胞 色素 C 的 蛋白 部 分 SMD KEE A ELL PDR RABE AE SLA 基 的 双鱼 
上 ,形成 牢固 的 硫 醚 键 。 铁 原子 以 配 位 键 oon His-18 和 Met-80 相连 ; - 


NS 


2 ed Se AY RD OK He ET eS. KR 


2H* 
FADH? Fe* Fea+ Fei+ Fe?* par 
amen eRe. eh 细胞 色素 
( 底 物 ) ata; 
x2 
Fe2+ Fe2+ Fe? H2O 
E} -0.12 - 0.04 + 0.22. + 0.26 +0.29 +0.82 
(pH 7.0) 
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。 二 硫 辛 酸 = 
aa 在 1953 年 从 牛 肝 中 提取 并 得 到 结晶 。 它 是 丙酮 
脱氧 酶 复合 体 中 二 硫 辛 酰 转 乙 酰基 酶 的 辅 基 。 它 的 氧化 型 和 还 原型 如 下 : 


起 


H, H 


C +2H C 
HCA | \CH—(CH,),—COOH = 全 HICA © \CH—(CH,),—COOH 
+2H 


S——S§ SH SH 
LI es 还 原型 二 硫 辛 酸 
这 个 辅 基 的 一 COOH 基 与 酶 蛋白 的 赖 氨 酸 的 se-NH; 基 通 过 酰胺 键 而 连接 起 来 。 


Zz 


Es ci NH 


' | 
-CE SF CO: Wie “CHs—CHy—CH, ch ea _(Lys) 
weec25N | 
S R 
6. 谷 胱 甘 肽 


谷 胱 甘 肽 是 生物 中 广泛 存在 的 三 肽 : >-L- 谷 氨 酰 - 世 - 半 胱 氛 酰 -甘氨酸 。 以 GSH 表示 还 原 
型 ,以 GSSG 表示 氧化 型 
GSSG +2 H——2 GSH 
H,N—CH—(CH,),—CONH— C —CONH—CH,COOH ; 
COOH CH2SH 
还 原型 谷 胱 甘 肽 


还 原型 谷 拢 甘 肽 是 乙 二 醛 酶 的 辅 基 ,参与 甲 基 乙 二 醛 转化 为 工 -乳酸 的 反应 ， 


O”O OH O 


I 六 
CH,— C2-cH +GsHo— et 


Gh a Hl 
cH,—C—C7SG 

| 

H 


OH O OH 


Lod | 
CH,— C—C—_SG ae CHs— C—COO-+GSH +H* 
| | 


H H 


在 乙 二 醛 酶 工 催化 汉 应 中 , 谷 胱 甘 肽 是 乙酰 基 的 受 体 。 
二 、 与 其 他 基 团 ( 除 氢 而 外 ) 转 移 有 关 的 辅酶 
.三磷酸腺苷 
ie EP AE HRI , 7 BE AN Sy PR HE IY 


yc 
CaN Hl H nt er 6 
| wri | | | | 
六 AAA CH 一 DOP 一 DOP ON 
iN fon SOK i i i 
N H Tye ate H O O 


三 磷酸 腺 苷 (AITP) 


一 般 来 讲 ,ATP 与 两 类 反应 有 关 。 其 一 为 ATP 分 解释 放出 能 量 , 供 给 另外 的 反应 使 用 ; 其 二 为 
ATP 分 子 转移 到 适当 受 体 上 。 这 之 中 又 有 以 下 几 种 情况 ; 

1) 磷酸 基 的 转移 ， 在 这 类 反应 中 所 涉及 的 酶 叫 作 转 殉 酸 酶 ( 克 酸 激酶 ) ,在 代谢 中 有 着 重要 

ATP + 乙酸 二 全 乙酰 磷酸 +ADP 
2) 转移 焦 磷 酸 基 。 所 涉及 的 酶 叫 焦 磷 酸 转移 酶 (磷酸 核糖 焦 酸 激酶 ) 。 
ATP +D- 核 糖 -5- 磷 酸 王 AMP + 5-BRNG-1- Fi BRR AE 
3) 转移 腺 苷 -5“- 磷 酸 ， 所 涉及 的 酶 是 转 核 苷 酸 酶 。 
ATP +FMN=—FAD + PPi 
4) PREM S-R EAR BAR). 
ATP + AR—S-RH-RART = aR 

2. 尿 喀 啶 核 苷 酸 辅 酶 4 
Ht Jr 7A ee BES AD A aE Te PD SK AN Td MR oe EE TR ie AR EB BRR 
MM Rn HY i i PH (UDPG) EZR Ryan P 


在 蔗糖 UDP- 转 糖 基 酶 的 作用 下 ， AB DR se al a HE (UDPG ) BAG 2 BE BE ( 转 糖 
基 )， 
UDPG + #4 —— 7% # + UDP 
涉及 糖 基 转 移 的 另 一 类 反应 是 动物 糖 原 链 的 增长 ， 
UDPG + (44) 4), > (4) 40 Fn + UDP 
Wee 52 He Ag RE Di Ae At. UDP ail 9 Be i FEE 
UDP + ATP—~>UTP + ADP 
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尿 喀 啶 核 苷 酸 辅酶 的 第 二 种 类 型 反应 是 糖 的 化 学 转化 反应 。 典 型 的 反应 是 UDP- 葡 萄 
糖 转 化 为 UDP- 半 乳糖 和 UDP-D- 葡 萄 糖 氧 化 成 UDP-D- 葡 萄 醛 酸 , 然后 脱羧 成 UDP-D- 木 


糖 。 
CH,0H CH,0H 
| 0 NAD*” ‘9H 0 
OH OH 
一 UDP 一 UDP 
OH H 
UDP-D- 葡 萄 糖 UDP-D- 半 乳糖 
OH 
CH2OH COO 
O —CO, H.C O 
OH OH 
~ O—UDP H O—UDP = Ses 
mH H H OH 
UDP-D- 葡 萄 糖 UDP-D- 葡萄 醋酸 UDP-D- 木 糖 


3. HL ie ae Fe 


在 卵 磷脂 生物 合成 过 程 中 ,第 一 步 是 合成 胞 喀 啶 核 苷 酸 辅 酶 : 
CTP ia ee a + PPi 


YHRmMAMATS RPR: 
4 NH: 
> 
rf . a he 
人 on SY” 
OH Oo 
Mw 
“saan 
二 磁 酸 胞 喀 啶 核 苷 胆 破 OH OH 
反应 第 二 步 是 ,辅酶 的 磷酸 胆 碱 部 分 转移 到 1, 2-H Ls FG 
O 


| | 
O GH,—O—C8 O 本 
| | 
R’—C—O—CH — BES Hae Co 

, + een § C—O-CH 

H,C—OH O 
| 

H,C—O— P —OCH.CH,N*(CH3); 

| 


OH 


4, PEBRNS 
1;6: 二 磷酸 葡萄 糖 是 磷酸 葡萄 糖 变 位 酶 的 辅酶 ,其 结构 可 写成 ， 


OH 
ELD=P 一 OH 
0-2 
H Ai 
HO oO 一 了 一 OH 
OH OH 
1,6- 二 磷酸 葡萄 糖 


在 反应 中 1,6- 二 磷酸 葡萄 糖 把 一 个 磷酸 基 转 给 1- 磷 酸 和 葡萄 糖 , 本 身 变 为 6- 磷 酸 葡 萄 糖 (产物 )， 
同时 产生 新 的 1,6- 二 磷酸 葡萄 糖 。 

Fy Sb , 2, 3- BRR Hh BR PE A BRR PT SS A, 使 2- 磷 酸 -D- 甘 油 酸 转化 为 3- 磷 
酸 -D- 甘 油 酸 。 

5. S- 腺 苷 蛋 握 酸 

S- 腺 苷 蛋氨酸 是 转 甲 基 酶 类 的 辅酶 ,也 叫 作 活性 甲 基 ， 在 形成 肌 酸 和 朋 碱 的 反应 中 涉及 绰 和 
酸 甲 基 基 团 的 转移 。 

COO- 


HLN— C— “ WH, 


6. 四 氢 叶 酸 (辅酶 FE, 简写 成 THFA) 
四 氢 叶 酸 在 某 些 氨基 酸 及 嗓 叭 代谢 中 起 着 重要 作用 。 在 某 些 酶 系 中 THFA 可 以 作为 羟 甲 
38: (—CH,OH) , 甲 基 ( 一 CH5)、 氨 甲 基 ( 一 CH;NH;) .甲醛 基 (—HCHO) 的 传递 体 而 起 作用 。 其 


结构 式 如 下 ; 


H.N a 
? COOH 
fl ateC-- NH ~CH—CH,—CH, — Cage 


i 


POSH mE 5 位 和 10 位 结合 单 碳 原子 基 团 ,如 转移 甲 酰基 , 在 第 5 位 或 第 10 tie, 结合 一 CHO， 


生成 甲 酰基 四 氢 叶 酸 ， 


Nt 


5- Fi AE dE FH, 


f re 


1 


O=0—'Z 


10-FF ide FH, 


丝氨酸 缩 醛 酶 以 FH, 为 辅酶 催化 甘氨酸 生成 丝氨酸 ,其 反应 如 下 : 


H 
“CH: —COOH N 
\ 
NH2 | +H,0 
rein 
N 
i 
CH.—N— 
Gly 
7. 生物 素 
O 
| 
ile 
HN NH 
| | 
ne CH mE. 


| 
HiC CH—(CH,),—COOH 


生物 素 


H 
HO —CH,—CH—COOH N 
| 
an | 
5 CH2 
- 


Ser FH, 


| | 
H,C = CH—(CH,),—COOH 


Az iy Fil BE FY FBS FG A AA 7 AR ec -RHEHAA, 因此 生物 素 属于 辅 基 类 。 生 
Wy #15 CO. 结合 成 活性 中 间 物 生物 素 ~CO:, 在 羧 化 反应 中 有 重要 作用 。 

8. 辅酶 A(CoA) 

辅酶 A 是 乙酰 化 酶 及 甚 它 转 酰 酶 的 辅酶 ， 
磷酸 基 和 一 个 斑 基 的 核 背 酸 。 


含有 泛酸 (一 种 B 族 维生素 ) 。 


它 是 行 从 带 有 豆 价 


ih 
RS 
a ee 
—— a CH;3H OO; HYZH HO Hen 
HCy, N i n .OH.H - 3 
| } 1 3 Jb aaa 
N \ Mio ae 1-0-B-O-F-0- oe 人 tte ae 
CH30 H H 


在 酶 系 中 ,通过 辅酶 A(HSCoA) 传递 酰基 的 所 有 反应 都 涉及 CoAS~C—R 形式 ， 
CH,CO—R +HSCoA—>CH;CO~SCoA +HR 
胆 碱 转 乙酰 基 酶 通过 乙酰 辅酶 A 完 成 下 列 反应 ; 
CHs 
CHs 


| 
| +HO—CH,—CH,— N® —CH;—> 
O—C—CoA | 


CH; 
胆 碱 


CH; 
| 
HS 一 COA + CH;,—CO—O—CH,—CH,— N + 一 CH 
| 


CH; 
O- 乙 酰 胆 碱 
柠檬 酸 合成 酶 
COOH CH,—COOH 
CH; | 5 | 
| +C=O + H,O—>HS—CoA +HO— C —COOH 
O—=C—CoA | | 
HCH HCH 
| | 
COOH COOH 
BRCM Fri R 


乙酰 -CoA F che: 
R—CH,—CH,—CH,—COOH + HS—CoA + ATP—> 
脂肪 酸 
R—CH,—CH,—CH,—CO—S—CoA + AMP + PPi 

9.、 焦 磷酸 硫 胶 素 (TPP 辅 脱羧 酶 ) 

TPP 是 脱羧 酶 的 辅酶 ,含有 硫 胺 素 。ITPP 在 下 列 三 种 反应 中 充当 辅酶 ，@ cx- 酮 酸 的 非 A 
化 脱羧 反应 ;@) c- 酮 酸 的 氧化 脱羧 反应 ;G) cx- 乙 酮 醇 的 生成 和 转移 反应 。 焦 磷 酸 硫 胺 素 在 三 
类 反应 中 的 作用 是 类 似 的 ,所 有 这 些 反 应 的 头 一 步 都 是 Md HE Ay J Bl BE RR TE He EW 
的 第 2 号 碳 原子 上 。 焦 磷酸 硫 胺 素 的 结构 可 以 写成 下 式 ， 
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NH, CH; 
Loa CH | | 
+ aa Ba Age C= CH,+CH,' +0?" -o= re —OH 
N | | 
| | ON phe OH OH 
H.c% \n/ 
H 
| | | | ? | 
Pa | HyC—C—COO- x oa bat 
—Me, | == NS ce ee | ee eas ee, | 
peg ot] a QL 
H | ah are 人 
0 OH 
C=C gd 
ER Sos “c—S 
ict —H | 
I ne. -C—Hi HiC 一 0 
G ; es 
; OH 
e 活性 乙 栈 


10. BPI WS WE Be TRL WY NR 


12S re EF SA A A NI TT, 对 蛋白 质 代 谢 具 有 十 分 重要 的 意义 ， 其 结构 式 如 
P: 


CHO CH,NH, — 
| yo: | oH 
mer P—o HO—7 \_cH,—o— po 
No | \ 
H.C-\ | H H.C—\ OH 
N n/ 
SRNODE 


{ie FS My, Wes jie 
FEA SABE Ih EP ES PRE a Me A BS , (0 WE PS 9 Es 


CHO 


O 
i] 
R,—CH—COOH HO, H,O— P—OH ir aaa 
H3C N Ht 
R, 一 C 一 COOI CH:NH2 下 
I HOs- Bae nies 
O 一 一 一 一 
CHYNA a 0 
NH, 
转氨酶 催化 Ri 一 CH 一 COOH [hi F o 矶 原子 上 的 一 NHz， 转 氨 


SU PVG YD aR ae The PS ML WE de SO TE OB 
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NH; 
| 
BX TOME ROLL OS Je, BARBS ise MY HG SAE PG ee SS er I ;成 为 一 个 新 的 氨基 酸 R? 一 CH 一 
O 


COOH , BESb , Ba RRR ML WS PRE Ee Sa HE is Hb BS ak, EAs ZH SS SP, SE ke A HRI 


H H 


| 氨基 酸 脱 次 栈 | 
S36 og SS RoC NEE CO 
. 了 wn 7 ah 


NH, H 
11. 辅酶 Bl 
辅酶 Bio 是 所 有 辅 梅 中 结构 最 复杂 者 ,其 结构 如 下 ， 


CHAH 
Oo 


ON H HW 本 CH; 
| Neer cH ui 
O 3 cos 
- 


CH2 


辅酶 Bi 是 甲 基 两 二 酰 一 SCoA 2 fic Bie AY ARMS, We TE BE PG BE—SCOA 转化 为 琥珀 栈 
—SCoA, 
4COO- 
so 上 
IH, 
Ripa ghee 
Web, EAE A WR AE fie Be HE EAE AR A B-FADE RS AME 
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ICOO ICOO- 
| | 
2CH, H°C=*CH, 


| > 
3CH, H*C—NH;3+t 
H‘C—NH;* a 阅 
| 
peo) ve 


(三 ) 金属 

许多 酶 的 催化 作用 需要 金属 参与 ,这 些 金属 被 称 为 活化 因子 。 金 属 和 酶 的 关系 比较 复杂 ,有 
的 金属 直接 关系 到 酶 活性 ,比如 羧 肽 酶 A 中 的 锌 ， 也 有 的 金属 主要 是 维持 主体 结构 , 与 酶 活性 有 
间接 关系 ,如 酯 ( 肪 ) 酶 中 的 金属 钙 。 

(四 ) 抗坏血酸 (维生素 C ) 辅 助 因子 

抗坏血酸 是 一 种 强 还 原 剂 , 它 能 迅速 地 还 原 许多 染料 ,甚至 将 中 性 的 硝酸 银 还 原 成 金属 银 。 
当然 也 能 为 一 般 氧 化 剂 所 氧化 。 这 个 水 溶性 的 维生素 很 容易 氧化 成 脱 气 抗坏血酸 ,二 者 构成 一 


个 氧化 还 原 体系 。 

T T 
C—C—OH C—C=0 

o¢ | ee 

H—C—C—OH ‘ait Tdi 
| HaO 

HO—CH i ae 

| 
en CH,OH 
LH L Bet Ae 


这 个 氧化 还 原 体 系 与 细胞 内 许多 氧化 还 原 反 应 有 关 , 但 作为 辅酶 的 实质 尚 不 很 清楚 。 

五 、 维 生 素 与 酶 的 关系 

从 上 述 可 知 维生素 与 酶 之 间 有 密切 的 关系 。 大 多 数 引 族 维生素 是 构成 酶 的 辅 基 或 辅酶 的 主 
要 成 分 。 例 如 : NAD, NADP 都 含有 维生素 PP, 黄 素 酶 类 含有 维生素 Bo, 转氨酶 的 辅酶 含 维 生 
HB, 辅 次 化 酶 含 维生素 Bi。 也 就 是 说 , 它们 参与 了 酶 的 组 成 , 在 酶 的 催化 反应 中 起 决定 性 作 
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附录 一 、 生 日 质 的 存在 与 分 类 


一 、 蛋 白质 的 存在 

蛋白 质 是 生物 体 最 重要 的 物质 之 一 。 从 最 简单 的 病毒 到 最 复杂 的 人 体 , 都 含有 和 蛋白质。 所 
有 的 鞭毛 与 纤毛 全 部 是 由 蛋白 质 所 构成 的 。 蛋 白质 是 细胞 膜 或 细胞 壁 的 重要 成 分 , 也 是 线粒体 
和 质 体 的 主要 成 分 。 细 胞 质 和 液 泡 更 是 蛋白 质 的 存在 部 位 。 在 细胞 核 中 , 核 蛋白 是 构成 染色 体 
的 基本 物质 。 总 之 ,在 细胞 的 各 种 部 位 中 ,含有 各 种 各 样 的 蛋白 质 。 病 毒 与 噬 贰 体 的 外 党 是 由 蛋 
白质 所 组 成 的 。 在 动物 的 血液 、 淋 巴 液 、. 乳 与 卵 中 ， EC RMI RARE KM. 在 表皮 结构 (如 ， 
REN, SE) AD an TA. PRR, 等) 外 分 泌 物 (如 : TAC, 
眼球 与 关节 的 滑 液 ) 以 及 生殖 系统 所 分 泌 的 一 系列 的 物质 中 ,都 含有 大 量 的 各 种 各 样 的 蛋白 质 。 
委 丝 与 蛛网 是 一 种 特殊 的 蛋白 质 。 植 物种 子 中 的 蛋白 质 浓度 很 高 ,特别 是 内 胚乳 中 ,更 是 如 此 。 
蛋白 质 也 存在 于 植物 的 循环 液 ( 细 胞 滚 ) 中 。 在 叶 状 体 或 叶 中 ,大 部 分 蛋白 质 处 于 不 溶 状态 。 

总 之 ,从 最 简单 的 病毒 到 最 复杂 的 人 体 , 那 里 有 生命 , 那里 就 有 有 蛋白质。 蛋白质 广 泛 地 存在 
于 生物 体 的 各 种 不 同 部 位 ,行使 着 生命 过 程 中 的 各 种 重要 机 能 。 

二 、 蛋 白质 的 分 类 

蛋白 质 的 种 类 繁多 ,要 对 每 一 种 蛋白 质 有 一 个 全 面 系统 的 认识 ,就 必须 有 一 个 较 好 的 分 类 方 
法 。 这 种 分 类 方法 应 该 以 蛋白 质 的 化 学 结构 为 依据 。 但 是 , 目前 大 多 数 蛋 白质 的 化 学 结构 尚未 
阐明 ,因此 ,还 不 能 够 按照 蛋白 质 化 学 结构 的 不 同 来 分 类 。 由 于 大 多 数 蛋 白质 的 化 学 组 成 和 物理 
化 学 性 质 业已 弄 清 , 因此 , 现在 一 般 是 ,根据 蛋白 质 的 化 学 组 成 和 物理 化 学 性 质 的 差异 , 来 分 类 

按照 化 学 组 成 的 不 同 ,， 可 以 将 蛋白 质 分 为 简单 蛋白 (单纯 蛋白 ) 和 复合 蛋白 (结合 蛋白 ) 两 大 
类 。 人 简单 蛋白 仅 由 多 鸣 链 所 组 成 ; 坚 全 证 月 隐 合 有 多 上 入 而 加 7 总 合 全 类 利于 和 gn: 核酸 、 脂 
肪 、 糖 \ 色 素 和 金属 离子 ;等 等 。 这 部 分 称 为 辅 基 。 

按照 理化 性 质 ,特别 是 溶解 度 . 热 凝 性 质 、 盐 析 等 的 差别 ， 可 以 将 简单 蛋白 分 为 清 副 白 ( 自 蛋 
白 )、\ 球 蛋白 .组 蛋白 、 精 蛋白 , 醇 溶 蛋白 、 硬 蛋白 、 谷 蛋白 七 类 ,如 表 12-1 所 示 。 | ; 

按照 辅 基 的 不 同 , 可 以 将 复合 蛋白 分 为 核 蛋 白糖 蛋白 、 脂 蛋白 、 磷 蛋白 、 色 蛋 白 和 人 金属 蛋白 
六 类 ,如 表 12-2 所 示 。 

需要 指出 的 是 ,由 于 分 析 方 法 的 改进 ,许多 过 去 认为 是 简单 蛋白 的 ,也 被 发 现 , 含 有 微量 的 非 
蛋白 质 物质 ,因此 ,简单 蛋白 与 复合 蛋 自 的 分 类 只 是 相对 的 。 

1. 清 蛋白 类 

这 类 蛋白 可 溶 于 水 和 血 中 性 盐 溶 液 ,在 饱和 硫酸 匀 溶 液 中 发 生 沉淀 , 热 或 其 它 变性 试剂 可 使 
清 蛋 白 变性 并 凝集 。 清 蛋白 的 分 布 很 广泛 ,例如 :在 血液 淋巴. 肌 和 内, 蛋 . 乳 以 及 植物 种 子 中 , 特 
别 是 豆 类 和 谷类 种 子 中 ,都 含有 大 量 的 清 蛋白 。 

清 蛋 白 类 中 的 大 多 数 已 经 制 成 结晶 。 研 究 的 比较 详细 的 清 蛋 白 有 : 卵 清 蛋 白 、x- 乳 清 蛋 白 、 
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表 12-1 简单 蛋白 分 类 


2 类 举 例 ia 解 度 

清 蛋白 类 血清 清 蛋白 ， 乳 清 蛋 白 溶 于 水 和 中 性 盐 溶 液 ， 不 溶 于 饱和 硫酸 铵 溶液 
REA 血清 球 蛋白 ， 溶 菌 酶 不 溶 于 水 , 溶 于 稀 中 性 盐 咨 液 ,不 溶 于 半 饱 和 硫酸 镑 咨 液 
组 蛋白 类 胞 腺 组 蛋白 溶 于 水 , 稀 酸 , 稀 碱 ,不 溶 于 稀 氨 水 

REA 鱼 精 蛋白 TET Ak, AAR AIR, BIST hi Ak, & 87% Wy Are 

醇 溶 蛋白 类 醇 溶 玉米 蛋白 ， 醇 溶 谷 蛋白 不 溶 于 水 ,中 性 盐 溶液 , 溶 于 70 一 805% 乙醇 

谷 蛋白 类 米 谷 蛋白 ， 麦 谷 蛋 白 不 溶 于 水 ,中 性 盐 及 乙醇 溶 波 , 溶 于 黎 酸 Fi 
REA 角 蛋 自 , 弹 性 蛋白 ,胶原 不 溶 于 所 有 的 溶剂 


表 12-2 REARS 


分 类 辅 基 举 Bil 


BEA 病毒 核 蛋白 ， 染 色 体 蛋白 

糖 蛋 白 类 SEGA, HEA 

fis & A 低 密 度 脂 蛋白 ， 高 密度 脂 蛋 和 白 
磷 蛋 白 类 RaA, IRA 

& HAR 血红 蛋白 、 肌 红 和 蛋白 、 黄 素 和 蛋白 
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血清 清 蛋白 等 。 

2. 球 蛋 白 类 

不 溶 于 水 ,但 是 加 少量 的 盐 、 酸 或 碱 , 则 可 溶解 , 在 50% THAR ERR PRIA, 则 可 以 析 
出 。 热 或 其 它 变性 剂 可 以 使 球 蛋 白 变性 并 凝集 。 

球 蛋 白 是 一 大 类 重要 的 蛋白 质 ,广泛 地 分 布 于 动物 和 植物 体 中 , 例如: 血液、 淋巴、 肌肉 、 蛋 、 
屯 以 及 眼睛 的 晶状体 中 ,所 有 的 细胞 液 中 ,植物 的 种 子 中 ,都 伟 有 大 量 的 球 蛋 和 白 。 

目前 ,不 少 球 蛋白 已 制 成 结晶 。 有 许多 球 蛋白 已 经 作 了 详细 研究 ,例如 : 肌 红 和 蛋白 、 溶 菌 酶 、 
有 -= 乳 球 蛋白 、 免 疫 球 蛋 白 、 血 纤维 蛋白 原 、 鸡 蛋白 的 卵 球 蛋 白 以 及 血浆 、 淋 巴 中 的 其 它 球 蛋 蝗 ， 
Fs 

3. 组 蛋白 类 

组 蛋白 溶 于 水 、 稀 酸 、 稀 碱 ,但 不 溶 于 稀 氛 水 中 , 也 不 溶 于 所 化 匀 、 氧 化 钠 或 硫酸 镁 的 饱和 溶 
液 中 。 组 蛋白 含有 较 多 的 碱 性 氨基 酸 残 基 , 故 呈 碱 性 。 

大 多 数组 蛋 所 存在 于 体 细 胞 核 中 ,在 蛋白 质 生 物 合成 中 起 重要 的 作用 。 现 在 研究 较 多 的 有 ， 
红血球 ,淋巴 球 ,胸腺 和 肝 的 组 蛋白 等 。 

4. 精 蛋白 类 

这 类 蛋白 存在 于 成 熟 的 精细 胞 中 ,是 天 然 蛋 白质 中 最 简单 的 一 类 ,分 子 量 5000 AA, BIER 
的 种 类 较 少 , 碱 性 氨基 酸 的 含量 较 多 ,特别 是 精 氨 酸 含量 最 高 ， 等 电 点 在 pH 10 一 12, Ak, 与 组 
蛋白 一 样 ， 也 是 碱 性 蛋白 。 这 类 和 蛋白 质 很 容易 与 其 它 蛋 白质 形成 蛋白 - 精 蛋白 复合 物 , 更 容易 与 
核酸 形成 核酸 - 精 蛋 白 复合 物 。 这 一 特性 往往 用 于 蛋白 质 的 分 离 提纯 。 研 究 较 多 的 是 鱼 精 蛋白 。 
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5. 醇 溶 蛋白 类 

醇 溶 蛋白 的 特点 是 :含有 大 量 的 谷 氛 酸 、 且 氨 酸 、 谷 所 酰胺 和 天 冬 酰 胺 以 及 极其 少量 的 精 氟 
酸 ;容易 溶解 于 低 脂 肪 族 醇 类 之 中 ,特别 是 乙醇 。 这 类 蛋白 仅仅 存在 于 禾 本 科 植 物 的 种 子 之 中 ; 
比较 熟知 的 有 , 小麦 醇 溶 蛋白 和 玉米 醇 溶 蛋白 等 。 

6. MEA 

这 类 和 蛋白质 主要 存在 于 动物 组 织 的 中 层 和 外 层 细 胞 组 织 中 ,例如 :皮肤 、 头 发 、 角 、 蹄 、 指 甲 
ON) HEAR KA Wie, 等 部 位 。 硬 蛋白 类 可 以 细 分 为 角 和 蛋白、 胶原 和 丝 心 蛋白 。 其 共 
同 的 特点 是 :不 溶 于 所 有 的 一 般 溶剂 中 ;不 被 大 多 数 蛋 白水 解 酶 所 水 解 。 

7. 磷 蛋 白 类 

磷 和 蛋白 主要 存在 于 乳 、 蛋 之 中 。 目 前 ,已 知 的 磷 蛋 白 数目 不 多 。 研 究 较 多 的 是 酷 蛋 白 和 卵黄 
磷 蛋 白 。 磷 蛋白 的 特点 是 : 内 含 的 磷酸 与 丝氨酸 、 苏 氛 酸 的 一 OH 基 结 合成 酯 , HAA BRA 
的 酸性 基 团 , 故 磷 蛋白 是 一 种 强酸 性 蛋白 。 磷 蛋白 可 溶 于 盐 溶液 中 。 

8. 糖 蛋白 类 

糖 蛋 白 类 是 以 糖 类 为 辅 基 的 复合 蛋白 ,广泛 存在 于 生物 体 之 中 。 无 论 是 种 类 和 数量 , 糖 蛋白 
都 是 非常 复杂 的 一 类 和 蛋白质。 这 类 蛋白 质 易 溶 于 水 、 盐 溶液 中 ,能 够 被 盐 析 或 酸 、 乙 醇 所 沉淀 。 

9. 核 蛋 白 类 

核 蛋 白 是 由 核酸 与 精 蛋 白 、 组 蛋白 或 其 它 蛋 白 所 组 成 的 复合 蛋白 。 它 存 在 于 所 有 的 细胞 之 
中 。 就 一 个 细胞 而 言 ,无论 是 细胞 质 还 是 细胞 核 ,都 含有 核 蛋 白 。 核 蛋白 是 染色 体 的 主要 成 分 。 
病毒 和 噬菌体 的 全 部 或 大 部 分 ,是 由 核 蛋白 所 构成 的 。 

10. 脂 蛋 和 白 类 

脂 蛋 白 类 是 由 蛋白 质 与 脂 类 相 结 合 而 成 的 复合 蛋白 。 它 们 存在 于 血清 蛋黄. 某 些 组 织 的 抽 
提 液 和 某 些 细胞 的 线粒体 .叶绿体 ,以 及 细胞 和 病毒 之 中 。 脂 蛋白 溶 于 水 ` 盐 溶液 (如 10% NaCl) 
中 ,但 稀释 时 又 沉淀 出 来 。 在 7 一 20% 的 甲醇 或 乙醇 中 , 脂 蛋白 容易 失去 其 脂 类 辅 基 , 但 一 般 的 
有 机 溶剂 并 无 此 种 作用 。 
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附录 一 、 酶 的 命名 和 分 类 


酶 的 命名 和 分 类 是 一 个 很 不 容易 作 得 好 的 工作 ， 人 们 经 过 了 长 期 考虑 和 研究 之 后 才 达 到 今 
天 这 样 的 分 类 水 平 。 酶 的 命名 和 分 类 是 与 酶 学 发 展 过 程 密切 相关 的 ， 人 们 从 仅 知 道 少数 几 种 酶 
的 时 候 起 就 开始 了 命名 和 分 类 , 随 着 酶 学 的 发 展 , 新 发 现 的 酶 和 经 过 仔细 研究 的 酶 , 种 类 越 来 越 
多 ,由 于 没有 一 个 统一 的 命名 和 分 类 原则 , 酶 的 命名 往往 取决 于 发 现 者 本 人 对 此 酶 的 称呼 。 这 
样 , 必 然 要 造成 混乱 ,比如 :一 酶 多 名 或 多 酶 一 名 的 现象 ,也 有 的 酶 的 叫 法 相当 模糊 不 请, 比如: 黄 
色 酶 ,中 间 酶 等 。 因 此 非常 有 必要 规定 一 个 命名 和 分 类 原则 , 以 便 大 家 共同 沿用 。 按 道理 ， Wie 
的 结构 和 催化 反应 类 型 确立 命名 和 分 类 原则 是 合理 的 。 但 是 , KA TOR, 结构 相当 复杂 ， 
不 仅 要 考虑 化 党 结构 ,也 要 考虑 立体 结构 ;不 仅 要 考虑 蛋白 质 本 身 , 还 要 考虑 酶 的 辅助 成 分 ;不 仅 
要 考虑 蛋白 质 整体 ,也 要 考虑 活性 部 位 的 局 部 结构 ,因此 很 难 象 有 机 分 子 那样 按 结 构 明确 命名 和 
分 类 。 但 酶 所 催化 的 反应 是 酶 最 特异 的 性 质 ， 因 此 目前 的 命名 和 分 类 原则 就 是 以 酶 催化 反应 本 
身 为 依据 的 。 

为 了 酶 的 命名 和 分 类 ,国际 生化 联合 会 (I.U.B) 在 1955 年 就 酶 的 命名 和 分 类 问题 设置 了 国 
际 委员 会 ,并 在 1961 年 提出 了 报告 书 , 在 报告 书 中 一 方面 对 酶 进行 了 系统 的 命名 和 分 类 , 同时 把 
当时 承认 的 酶 作成 了 酶 表 。 在 1965 年 进行 了 小 的 改动 并 增添 了 一 些 新 酶 ，1972 年 又 进行 了 较 
大 的 修改 又 追加 了 新 酶 ,并 建议 各 国生 化 科学 工作 者 按照 这 个 方案 进行 命名 和 分 类 。 

一 、 酶 的 命 

1. 系统 命名 法 :一般 , 酶 的 命名 由 两 部 分 组 成 , 即 :“ 底 物 加 反应 类 型 的 ?方式 命名 ; 例如 : 醇 
脱氧 酶 催化 下 述 反 应 ; 

CH,CH,OH + NAD*==CH;CHO + NADH + H* 

底 物 是 醇和 NAD- ,反应 类 型 是 氧化 还 原 , 因 此 其 系统 命名 为 : 醇 :NAD” 氧化 还 原 酶 。 这 里 有 一 
个 问题 值得 注意 ,反应 是 可 逆 的 ,反应 有 正 反 两 方向 , 按 哪个 方向 命名 呢 ? 这 就 要 有 所 规定 ,在 上 
述 反 应 中 , LYK NAD*, NADH 的 反应 都 以 NAD-” 为 受 体 的 反应 命名 , 其 他 反应 也 有 类 似 的 
规定 。 

2. 通用 名 :系统 命名 法 所 表现 的 内 容 很 明确 , 既 知 道 参 加 反应 的 底 物 , 又 知道 催化 反应 的 类 
型 ,但 酶 的 名 称 相当 复杂 而 不 便 通 常 使 用 ,而 一 般 习 惯 名 比较 简单 ,也 较为 人 们 所 熟知 ;所 以 酶 学 
委员 会 对 每 一 个 酶 同时 推荐 一 个 通用 的 习惯 名 称 , 括 在 [ ] 号 内 。 如 : 醇 :;NAD-* 人 氧化 还 原 酶 [ 醇 
Ke BSI. 

=, BHD 

Fi Bas AE 10 bs Zo Ze Se HG HE A EA EY RAKE, EPP TEIXTFOARASE 
的 地 位 是 以 四 个 数字 组 成 的 编号 来 表示 的 。 数 字 之 间 用 句点 隔 开 , 每 一 个 酶 都 有 其 特有 的 编号 。 
编号 中 的 第 一 个 数字 指明 这 个 酶 属于 六 大 类 中 的 哪 一 类 。“12? 代 表 氧 化 还 原 酶 类 ;“22” 代表 转移 
酶 类 等 。 编 号 中 的 第 二 个 数字 指出 这 个 酶 属于 哪 一 个 亚 类 。 在 氧化 还 原 酶 类 中 , 这 个 数字 表明 
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底 物 中 发 生 氧 化 的 基 团 , 即 电子 的 给 体 , 如 “1 表示 醇 基 ，“ 2” 表示 醛 基 或 酮 基 等 。 编 号 中 第 三 个 
数字 指出 这 个 酶 属于 哪 一 个 次 亚 类 。 在 氧化 还 原 酶 类 中 ,表明 氢 或 电子 受 体 , 如 二 是 NAD 或 
NADP`“，2" 是 细胞 色素 “3 ”分 子 氧 等 。 编号 中 的 第 四 个 数字 是 酶 委员 会 决定 的 在 酶 表 上 的 登 
记号 数 。 其 六 类 如 下 : 

和 

1. 氧化 还 原 酶 (Oxidoreductase) 

催化 底 物 4 和 间 氧化 还 原 的 酶 类 。 脱 气 酶 ,氧化 酶 ,过 氧化 氢 酶 都 属于 这 一 类 。 

2. 转移 酶 (Transterase) 

催化 基 团 转移 反应 (除了 而 外 的 基 团 ), 如 甲 基 , 氛 基 等 。 

3. 水 解 酶 (Hydrolase ) 

4, BUA i (Lyase) 

催化 水 解 而 外 的 消除 反应 ,导致 形成 双 键 的 酶 类 。 

5。 异 构 酶 (Isomerase) 

6. 合成 酶 (Ligase) 

催化 与 三 磷酸 腺 昔 ( 或 某 些 类 似 的 焦 磷 酸化 合 物 ) 分 解 偶 联 , 并 由 两 种 物质 合成 一 种 物质 的 
反应 。 

亚 类 和 次 亚 类 : 
-1, CH—OH 作为 电子 给 体 的 酶 。 
.1.1, NAD* 或 NADP” 作为 电子 受 体 的 酶 。 
.1.2， 细 胞 色素 作为 电子 受 体 的 酶 。 
1.3, Oo 作为 电子 受 体 的 酶 。 
.1.99， 其 他 物质 作为 电子 受 体 的 酶 。 
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.2.1, LA NAD* & NADP* 为 受 体 。 
.2.2， 以 细胞 色素 为 受 体 。 
.2.3， 以 氧 为 受 体 。 

.2.7， 以 铁 - 硫 蛋 白 为 受 体 。 
.2.99， 以 其 他 受 体 。 
.3，CH 一 CH 基 团 为 给 体 的 酶 。 
1， 转 移 一 碳 基 团 。 
1.1， 转 移 甲 基 酶 。 

1， 作 用 于 酯 键 。 
.T.1， 羧 酸 酯 水 解 酶 。 
.1.4， 磷 酸 二 酯 水 解 酶 。 
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.2, Reka oo ) 作 为 电子 给 体 的 酶 。 
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.4， 作 用 于 肽 键 。 elit 
.4.13， 二 肽 水 解 酶 。 ae Sian. 
.1， 碳 - 碳 裂 合 酶 。 全 se 
.2， 碳 - 氧 裂 合 酶 。 a 并 
.99， 其 他 裂 合 酶 。 
.1， 变 旋 酶 和 差 向 异 构 酶 。 
.1.1， 作 用 于 毛 基 酸 及 衍生 物 。 4 
.1, JER C—O 8. | 
.5， 形 成 磷 酯 键 。 

具体 举例 : 

1.1.1.1， 氧 化 还 原 酶 类 ,电子 给 体 为 

CH 一 OH， 电 子 受 体 为 NAD-+ , 排 号 为 1。 即 乙醇 脱 气 酶 。 

这 种 系统 分 类 法 与 命名 原则 相当 严格 ,一 种 酶 只 可 能 有 一 个 名 称 和 编号 ,并 能 明确 地 表示 底 
物 和 催化 反应 的 特性 。 
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固体 硫 贸 添加 量 与 浓度 (%% 饱和 度 ) 的 关系 


he eM te A RE Cs te Mm BE) ; 
| 10 | 290 25 30 33 35 | 40 45 50 | 55 |. 60 | 653) 70 "| 75 SO [e BOm) 100 
Aleta eR mA fh A WER oe Re 
0} 56] 114 | 114 | 176 |.196 | 209 | 243 | 277 | 313} 351.| 390. | 430 | 472 | 516 | 561 
10 57 | 86] 118 | 137 | 150 | 183 | 216 | 251 | 288 | 326 | 365 | 406 | 449 | 494 
el eee 

20 29 S59 78 TS else | 189) 225 262.4) 300 | 340 | 382 | 424 

25 30 49} 61°) 93 | 125 | 158 | 193 | 239 | 267 | 307 | 348 | 330 

30 19; 30) 62| 94) 127 | 162] 198, 235 | 273 | 314 | 356 
ax a a nn | ESE EEE ee 
b= 33 12 43] 74] 107 | 142 | 177 | 214 | 252 | 292 | 333 
发 pe ee ee ee 
2 35 31] 63] 94 | 129 | 164 | 200 | 238 | 278 | 319 
3S ee ere ee A ee es Se Oe ee ON MS 
x 40 31] 63 | 97 | 132 | 168 | 205 | 245 | 285 
党 人 
Rie 45 32} 65] 99 | 134 | 171 | 210 | 250 
R ae 击 po I | eee 
> 50 33 | 66 | 101 | 137 | 176 | 214 
pens a 
得 55 33 | 67 | 103 | 141 | 179 

60 34 69 | 105 | 143 

65 34 | 70 | 107 

70 35 | 72 

75 36 

80 

90 , 
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Yeo2 sk OM *CHO NCO ao T OV PeU-old 
+ 
8 42 Ke Mt ®(°HO) N°HO"H*O— 00F VUI sa1ITI9qUV 
十 
7 wD ee ®(®HO) N°HO'H"°O— dd slIptoe-ad all 
出 ide AY EG iv 
*CHOD)\ 
9 5 YY 2 KM DN ‘HO'H’O— Z xomoqd if 
HO’H‘’O” + 
这 
9 8 一 9 8 2 SE BE *(°HO) N°HO"H'O— T xomoq ie 
ob 
* Sal 
wy 2 x 潍 zxHNX 一 € OV Prey-old 
By 人 i 
0°6 3a fil wale *HO— q 3lpIOV ed fe HH 66 
8 YY 2 ‘yo Ne Gh XI 3s1III9qUV 
一 
WD x H?*OS7H?D 一 09 OV pad-oI8 Hy 
a 4 Y 2 Me H’os’H°o— OZT UL sl1ITI9qmV 
I pal ee ee a re eee ee hee | 
0°S—S"P WD x HOS H'O— ZZ qieD-osZ ie 
y°S—T'S wD & HsOS7H?D 一 09 xomoqg RG 
ee eee Fe a a) GS ENA Se eee | a eee ee eee 
2A MSE obs BE HOOO— OL xey-org 外 
eee ee SO ee ee : 
9'8 Bd WY BA SE hy 2 HOoO— 09 owl alttzequV | i wi SS sa 
0I—6 2d ey BA SE hy HE HOOO— 922 qiIeD-oaZ itl 
(EAM/FRMS) BVA ie Oe Gm HH 竺 14 xe. te oR gw 稍 iy 型 3 & 


附录 五 、Whatman 离子 交换 纤维 素 的 有 关 数 据 


«| | _3 《洛克 当量 / 欧 》 


DEAE- 纤 维 素 
DE-22 


ECTEOLA- 纤 维 素 
ET-11 


| 体积 

纤 维 状 = 1.0+0.1 | 450 TT 
DE-23 短 纤 维 | | 450 | 9.1 
DE-32 | 微 球 形 (干粉 ) | 1.0+0.1 | 660 | 6.3 
DE-52 | 微 球 形 ( 湿 粉 ) | 1.0+0.1 | 660 | 6.3 
CM- 纤 维 素 
CM-22 me OAR 0.60.06 150 7.7 
CM-23 | fi 2 4 | 0.6+0.06 | 150 | 9.1 
CM-32 | 微 球形 (于 ) | 1.0+0.1 | 400 | 6.8 
CM-52 | 微 球形 ( 湿 粉 ) | 1.0+0.1 | 400 | 6.8 
P- 纤 维 素 
P-11 纤 aH 23.7 = — 
AE- 纤 维 素 
和 
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附录 六 、DNP SITET JL FRE 


if 剂 


甲苯 一 吡啶 一 2- 毛 乙醇 -0.8NNH4OH 
用 NH4OH 饱和 的 正 丁 醇 


用 pH 6- 邻 茉 二 甲酸 盐 饮 和 权 戊 醇 


1.5 MBER him 


2.5.M 供 酸 盐 缓冲 液 


组 


50:18:30:30 


J 0.1% NH,OH 饱和 正 丁 醇 。 


用 高 浓度 NH,OH 如 2N， 对 瑟 ， 值 没 
有 了 明显 影响 。 
BURARE le ps PH 6 BA PME ah 
0. 


hh Oi 50 ml0.1 M SET PRA 
1N NaOH 使 至 100ml。 


138 克 (1M) NaH,PO,-H,O #171 % 
(0.5M) Na,HPO, 深 于 1 升水 中 。 


229 克 NaH,PO,-H,O 和 118 克 Na:HPO,， 
溶 于 一 升水 中 。 


GET TPS es TWO， 


使 用 有 机 相 ， 现 用 现 配 。 
使 用 有 机 相 ， 现 用 现 配 。 


Ph sea tecesinideinbiriasci: 5 2 
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中 科 


Mii 


ctE 4 


WM 


$0050323 
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hi DNS As AMAZE 
ay 


方 
配 
这 剂 7 
1.5% 
1. R “ee WS yf 76 
ah mkt va V/V 
2. 葵 一 酯 酸 20:1:1 
于 下 全 cer 加 醇 水 溶液 
3. 乙酸 已 丁 一 酷 酸 一 甲醇 0.05 M Na,PO, 25%Z. 
> Bebb Mew 中 
PO， 的 乙醇 水 盗 液 
Nagi O, HY 
38:4:3 
VICE Bat 30:20:6:24 
n 丁 醇 一 吡 吓 一 酯 酸 一 水 16:4:1 
葵 一 吡啶 一 醋酸 Sent. 
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